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  Resumo 

Introdução: A toxoplasmose ocular, caracterizada por uma inflamação intraocular, é a 

manifestação clínica mais comum da toxoplasmose, doença infecciosa causada pelo 

protozoário Toxoplasma gondii. As lesões podem afetar a mácula, as diversas camadas da 

retina e a coróide resultando em retinocoroidite com diferentes graus de comprometimento 

ocular. A doença de Chagas é resultante da infecção pelo protozoário Trypanosoma cruzi. 

Após 20 anos de infecção, cerca de 30% dos pacientes desenvolvem a cardiopatia chagásica 

crônica, que se manifesta clinicamente por arritimia ventricular malígna, tromboembolismo, 

morte súbita cardíaca e insuficiência cardíaca crônica. Dez por cento dos pacientes 

apresentam a forma digestiva, caracterizada principalmente por dilatações do esôfago e/ou 

cólon devido ao processo de denervação. A progressão de uma infecção, assim como o 

desenvolvimento de diferentes formas clínicas e diferentes graus de gravidade, podem estar 

relacionadas com as características genéticas do patógeno e do hospedeiro. Dentre os 

fatores relacionados ao hospedeiro, a resposta imunológica desperta um interesse especial e 

os marcadores genéticos exercem importante papel modulador neste contexto, pois podem 

contribuir para patogênese ou resistência do curso clínico dessas infecções. Objetivo: O 

presente estudo teve como objetivo verificar a hipótese de que os genes KIR, seus ligantes 

HLA e o polimorfismo do gene MICA estão associados à toxoplasmose ocular (TO) e às 

diferentes formas clínicas da doença de Chagas. Casuística e métodos: Foram incluídos no 

estudo 297 pacientes com toxoplasmose, 148 clinicamente classificados com TO e 149 sem 

TO. Também participaram deste estudo 267 pacientes com doença de Chagas, 78 

clinicamente classificados com a forma digestiva da doença, 107 com a forma cardíaca, 82 

com a forma mista. O teste de ELISA foi realizado para confirmar as infecções por T. 

gondii e T. cruzi. Os polimorfismos destes genes foram identificados por PCR-SSOP e PCR 

nested. As variáveis contínuas foram comparadas utilizando o teste t não pareado. Para 
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comparação dos demais resultados foram realizados o Teste Qui-quadrado com correção de 

Yates ou o Teste Exato de Fisher. Resultados: Em relação à toxoplasmose, alelos e 

genótipos MICA não diferiram entre os pacientes com e sem TO, nem entre os pacientes 

com a manifestação primária ou recorrente da doença. O gene KIR3DS1 foi associado 

positivamente com o desenvolvimento da TO. Genes KIR ativadores juntamente com os 

seus ligantes HLA (KIR3DS1+/Bw4-80Ile+ e KIR2DS1+/C2+ + KIR3DS1+/Bw4-80Ile+) 

foram associados com suscetibilidade à TO e às suas manifestações clínicas primária e 

recorrente. Os pares inibidores - KIR2DL3/2DL3-C1/C1 e KIR2DL3/2DL3-C1 – foram 

associados com a resistência à TO e suas manifestações clínicas, enquanto que a 

combinação KIR3DS1-/KIR3DL1+/Bw4-80Ile+ foi associada como fator de proteção para o 

desenvolvimento da TO e, em particular, para a manifestação recorrente. Quanto à doença 

de Chagas, o alelo MICA-129met foi associado como fator de risco para o desenvolvimento 

da disfunção sistólica ventricular esquerda (DSVE) em pacientes com cardiopatia chagásica 

crônica, enquanto que o alelo MICA-129val foi associado com a proteção ao 

desenvolvimento da DSVE. Em especial o haplótipo homozigoto MICA-129 met/met foi 

associado com o desenvolvimento da DSVE grave e o genótipo homozigoto MICA-129 

val/val foi associado com a proteção desta condição. Também foi possível demonstrar que o 

haplótipo MICA*008~HLA-C*06 e a combinação entre KIR e seus ligantes HLA - 

KIR2DS2-/KIR2DL2-/KIR2DL3+/C1+ - foram associados como fatores de suscetibilidade à 

forma clínica digestiva da doença de Chagas. Conclusões: Nossos resultados demonstram 

que os genes KIR podem exercer influência tanto na toxoplasmose ocular quanto na forma 

clínica digestiva da doença de Chagas, enquanto que MICA pode exercer influência nas 

formas clínicas da doença de Chagas, mas não no desenvolvimento da toxoplasmose ocular.  

Palavras-chave: Toxoplasmose; Doença de Chagas; Receptores KIR; Antígenos HLA; 

Associação genética. 
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Abstract 
 

Introduction: Ocular toxoplasmosis, characterized by an intraocular inflammation, is the 

most common clinical manifestation of toxoplasmosis, the infectious disease caused by the 

protozoan Toxoplasma gondii. The lesions can affect the macula and other layers of the 

retina and the choroid, resulting in retinochoroiditis with different degrees of ocular 

involvement. Chagas disease is resulting from infection by the protozoan Trypanosoma 

cruzi. After 20 years of infection, about 30% develop chronic Chagas heart disease, which 

is clinically manifested by malignant ventricular arrhythmia, thromboembolism, sudden 

cardiac death, and chronic heart failure. Ten per cent of Chagas patients present the 

digestive form of the disease, characterized mainly by dilatations of the esophagus and/or 

colon, due to the denervation process. The progression of the infection, as well as the 

development of the different clinical forms and different degrees of severity may be related 

to genetic characteristics of the pathogen and the host. Among the factors related to the 

host, the immunological response is of special interest with genetic markers playing an 

important modulating role in this context as they may contribute to the pathogenesis or 

resistance in the clinical course of these infections. Objective: The present study aimed to 

verify the hypothesis that KIR genes, their HLA ligands and MICA gene polymorphisms are 

associated with ocular toxoplasmosis (OT) and the different clinical forms of Chagas 

disease. Patients and Methods: This study included 297 patients with toxoplasmosis, 148 

clinically diagnosed with OT and 149 without OT. Moreover, 267 patients with Chagas 

disease were enrolled: 78 clinically diagnosed with the digestive form of the disease, 107 

with the cardiac form and 82 with the mixed form. The ELISA technique was used to 

confirm infection by T. gondii and T. cruzi. Polymorphisms of the KIR and MICA genes 

were identified by PCR-SSOP and nested PCR. Continuous variables were compared using 

the unpaired t test and the Chi-square test with Yates correction or the Fisher's exact test 
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were used compare the other results.  Results: In relation to the toxoplasmosis, MICA 

genotypes and alleles did not differ between patients with and without OT, or  between 

patients with the primary or recurrent manifestations of the disease. KIR3DS1 gene was 

positively associated with the development of OT. KIR activating genes along with their 

HLA ligands (KIR3DS1+/Bw4-80Ile+, KIR2DS1+/C2+ and KIR3DS1+/Bw4-80Ile+) were 

associated with susceptibility to OT and both its primary and recurrent clinical 

manifestations. The inhibitory pairs - KIR2DL3/2DL3-C1/C1 and KIR2DL3/2DL3-C1 - 

were associated with resistance to OT and its clinical manifestations, whereas the 

combination KIR3DS1-/KIR3DL1+/Bw4-80Ile+ was a protection factor for the development 

of OT and, in particular, against recurrent manifestations.  As for Chagas disease, The 

MICA-129met allele was associated with the development of left ventricular systolic 

dysfunction (LVSD) in patients with chronic chagasic cardiomyopathy, while the MICA-

129val allele was associated with a protection of developing LVSD. In particular, the 

MICA-129 met/met homozygous haplotype was associated with the development of severe 

LVSD and the MICA-129 val/val homozygous genotype protected against this condition. It 

was also possible to demonstrate that the haplotype MICA*008~HLA-C*06 and the 

combination between KIR genes and their HLA ligands - KIR2DS2-/KIR2DL2-

/KIR2DL3+/C1+ - were associated with susceptibility for the digestive clinical form of 

Chagas disease. Conclusions: Our results demonstrate that KIR genes may influence both 

OT and the clinical digestive form of Chagas disease, whereas the MICA gene may 

influence the clinical forms of Chagas disease, but not the development of OT.  

Key words: Toxoplasmosis; Chagas disease; KIR receptors; HLA antigens; Genetic 

association 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Toxoplasmose 

O Toxoplasma gondii, agente causador da toxoplasmose, foi descrito 

oficialmente em 1909 por Nicolle e Manceaux em um pequeno roedor (Ctenodactylus 

gundi) no norte da África.(1) Ao mesmo tempo no Brasil, Splendore(2) observou o 

mesmo parasito em coelhos. Inicialmente, acreditou-se ser uma forma particular de 

Leishmania sp., no entanto, os primeiros autores constataram que se tratava de um novo 

parasito.   

O T. gondii é um protozoário pertencente ao Filo Apicomplexa, Classe 

Sporozoa, Subclasse Coccídia, Ordem Eucoccidiida, Subordem Eimeriina, Família 

Sarcocystidae, Subfamília Toxoplasmatinae, Gênero Toxoplasma e Espécie Toxoplasma 

gondii.(3) Considerado um parasito intracelular obrigatório, o T. gondii consiste em um 

patógeno de importância médica e veterinária. Este protozoário apresenta três estágios 

evolutivos como formas infectantes para o homem: oocisto esporulado, taquizoíto e 

cisto de bradizoíto.(4,5) O ciclo de vida desse parasito é heteroxeno, tendo os felinos 

como hospedeiros definitivos, e vários mamíferos e aves como hospedeiros 

intermediários, incluindo o homem.(4) A descrição completa do ciclo de vida do T. 

gondii encontra-se na figura 1. 
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Figura 1. Ciclo de vida do protozoário T. gondii. (Adaptado).(6)  

(1) Após a ingestão de cistos teciduais de bradizoítos, os quais podem ser encontrados 

em tecidos de hospedeiros intermediários que servem como presas (ratos, pássaros), (2) 

os parasitos invadem os enterócitos e se multiplicam de forma assexuada, (3) até a 

formação do macro e microgametócitos, responsáveis pela reprodução sexuada. (4) 

Após a fecundação dos gametas, ocorre a formação dos oocistos não esporulados, os 

quais são liberados juntamente com as fezes do animal. (5) Os oocistos no ambiente 

sofrem esporulação com formação de dois esporocistos (6) com quatro esporozoítos 

cada. A forma esporulada do parasito é resistente por anos em ambientes com condições 

favoráveis. (7) Uma vez ingerido, pelos hospedeiros intermediários, os esporozoítos são 

liberados dos oocistos e estes penetram nas células epiteliais do intestino, onde sofrem 

diferenciação em taquizoítos (8), forma extremamente proliferativa, a qual estabelece a 

infecção aguda. (9) Durante a infecção aguda, os taquizoítos podem ser transmitidos da 

mãe para o feto, levando a toxoplasmose congênita. (10) Com o desenvolvimento das 

respostas imunológicas, os taquizoítos diferenciam-se em bradizoítos dentro de cistos 

teciduais. Neste estágio o parasito pode permanecer latente por toda a vida do 

hospedeiro intermediário ou (11) pode ser transmitido por carnivorismo para outros 

hospedeiros, inclusive o gato, reiniciando o ciclo.(4,7) 
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A infecção pelo T. gondii pode ser adquirida pelo homem por vias vertical ou 

pós-natal. A transmissão pela via vertical ocorre geralmente quando a mãe adquire a 

infecção primária durante a gravidez com disseminação de taquizoítos ou, menos 

comumente, quando passa por períodos de reagudização.(8) A transmissão via pós-natal 

geralmente ocorre por meio da ingestão de alimentos ou água contaminada com os 

oocistos esporulados, pelo consumo de carne crua ou mal passada de animais com cistos 

de bradizoítos, ou pelo leite não pasteurizado contaminado com taquizoítos.(5) Além 

destes meios de infecção há possibilidades de transmissão via transplante de órgãos 

sólidos (8) e por transfusão de hemocomponentes.(9,10)  

Considerada uma zoonose altamente disseminada, estima-se que 25 a 30% da 

população mundial esteja cronicamente infectada pelo T. gondii. Todavia, as taxas de 

prevalência são variáveis em diversas partes do mundo, variando de 10 a 80% entre 

diferentes países e dentro do mesmo de acordo com comunidades e regiões devido a 

fatores climáticos, geográficos e culturais atribuídos principalmente com tipo de 

alimentação, higiene e exposição ambiental. No Brasil, a prevalência de infecção por T. 

gondii é bastante elevada, estimando atingir cerca de 50% das crianças em idades do 

ensino fundamental, e entre 50 a 80% das mulheres em idade fértil.(5)  

O termo toxoplasmose, na maioria das vezes, é utilizado indistintamente para se 

referir tanto a infecção como a doença causada pelo agente. Porém, apenas a presença 

do protozoário caracteriza-se a infecção, enquanto que a doença é acompanhada de 

sinais e desfechos clínicos. A investigação das consequências da infecção por T. gondii 

em humanos é o principal fator que responde pelo enorme interesse em se estudar a 

doença atualmente por constituir um problema de saúde pública em todo mundo, e tem 
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sido direcionada a grupos de risco tais como portadores de imunodeficiências, pacientes 

transplantados, gestantes e neonatos pelo risco de transmissão congênita e das sequelas 

resultantes, além de portadores de lesão ocular.(11)  

A toxoplasmose ocular (TO) é a manifestação clínica mais comum da 

toxoplasmose e caracterizada por um processo inflamatório intraocular.(12) As lesões 

podem ser originadas tanto da infecção congênita, quanto da infecção adquirida após o 

nascimento(13,14) e pode atingir a mácula, as demais camadas da retina e a coróide, 

resultando em retinocoroidite, a causa mais frequente de uveíte posterior em pacientes 

imunocompetentes.(12) As manifestações oculares ocorrem de forma precoce ou tardia, 

com manifestação clínica primária ou recorrente(15) e apresenta diferentes graus de 

comprometimento ocular que podem variar de acordo com o estado imunológico do 

indivíduo e a virulência do parasito.(12,16)  

Apesar da soroprevalência da toxoplasmose ser elevada, o percentual de 

indivíduos com comprometimento ocular é relativamente baixo.(17) Segundo 

estimativas, a TO ocorre aproximadamente 2 em cada 100 indivíduos com sorologia 

reagente que adquiriram a infecção após o nascimento.(18) Adicionalmente, a incidência 

anual global de 19.000 novos casos de infecção congênita traz sequelas oculares 

significativas,(19) atingindo índices de 20% em crianças até os seis anos de idade.(20) 

Contudo, o número de casos de TO não deixa de representar um grande fardo para os 

sistemas de saúde pública em todo mundo, e um bom exemplo disso é que cerca de 

250.000 pacientes que procuraram consultas nos oftalmologistas nos EUA em um 

período de dois anos foi devido à TO.(21) No Brasil, a prevalência de TO é elevada em 

algumas regiões geográficas e varia de acordo com as regiões do país.(22-27)  
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A fundocospia e a retinografia são ferramentas utilizadas para o diagnóstico 

clínico das lesões oculares, que permitem ao especialista visualizar as características da 

lesão e sua gravidade. As lesões compatíveis com a toxoplasmose apresentam: A- focos 

de retinocoroidite em atividade caracterizados por lesões brancacentas da coróide e da 

retina com margens imprecisas, podendo ou não apresentar exudação vítrea e, B- 

podendo também, estar associada à lesão cicatrizada satélite, indicativa de recorrência 

(Figura 2). Focos de retinocoroidite em processo de cicatrização ou cicatrizados 

caracterizados como sendo do tipo: I- cicatrizes atróficas com halo pigmentado; II- 

cicatrizes pigmentadas com halo atrófico; III- cicatrizes inteiramente pigmentadas ou 

atróficas (Figura 3).(28)  Recentemente, a técnica de Tomografia de Coerência Óptica 

(OCT) também tem sido utilizada para o diagnóstico e acompanhamento de lesões 

decorrentes da infecção toxoplásmica.(29,30) A OCT é uma técnica não invasiva que 

possibilita realizar cortes transversais nas estruturas oculares através da comparação 

entre diferentes feixes de luz, transmitido e refletido ao olho, os quais possibilitam obter 

medidas de alta resolução das estruturas oculares.(31) Dessa forma, a imagem da OCT na 

toxoplasmose ocular representa a refletividade das camadas da retina e dos tecidos 

subjacentes, o qual permite localizar o infiltrado inflamatório e especificar a camada da 

retina acometida, sendo útil na avaliação da extensão e gravidade das lesões oculares; 

além de identificar alterações morfológicas não evidenciadas clinicamente. (29,30) (Figura 

4).  
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Figura 2. Retinografia colorida mostrando (A) uma lesão coriorretiniana exsudativa 

aguda e (B) lesão satélite decorrentes da infecção por T. gondii. (Adaptado).(32)  
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Figura 3. Retinografia colorida mostrando os tipos de cicatrizes oculares decorrentes da 

infecção por T. gondii. (Adaptado).(28)  

(I) Área central clara com halo hiperpigmentado, na qual a parte clara representa a 

esclera, camada mais externa do globo ocular; nesse tipo de lesão o processo 

inflamatório causou a destruição da retina e da coróide permitindo assim a visualização 

da esclera. (II) Centro hiperpigmentado com borda clara; nesse tipo de lesão a reação 

inflamatória é provavelmente de menor intensidade e acarreta em destruição mais 

moderada do tecido. (III-a) hiperpigmentadas e/ou (III-b) apigmentadas; Nesses tipos de 

lesões os danos teciduais são menos graves que os causados pelas lesões representadas 

por (I) e (II), e a etiologia deixa margens de dúvida de ser ou não causada pela infecção 

por T. gondii.(28)  
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Figura 4. Tomografia de Coerência Óptica (OCT) mostrando diferentes estágios de 

uma lesão ocular decorrente da infecção por T. gondii durante um período de 

acompanhamento. (Adaptado).(30)  

(A) Primeiro exame. Descolamento da membrana hialóide posterior (MHP) (ponta de 

flechas) e aumento de refletividade das camadas da retina interna com presença de 

sombreamento óptico posterior localizado na região do complexo estrato pigmentoso da 

retina coriocapilar-coróide subjacente ao local da lesão ativa (asterisco), caracterizando 

o processo inflamatório retiniano. (B) Segundo exame, 12 semanas. Aumento da 

extensão do descolamento da MHP. (C) Terceiro exame, 24 semanas. Aumento na 

extensão do descolamento da MHP (pontas de flechas), diminuição na espessura 

retiniana com desorganização completa de suas camadas, e aumento relativo da 

refletividade da coriocapilar-coróide (asterisco), achados característicos de cicatrização 

das lesões.(30)  

Rotineiramente na prática clínica, emprega-se o uso de testes laboratoriais, os 

quais atuam de forma complementar para o diagnóstico clínico definitivo.(33) O 

diagnóstico laboratorial da infecção por T. gondii pode ser realizado através de métodos 

indiretos e diretos de detecção. Os métodos indiretos são baseados em critérios 

imunológicos, ou seja, na detecção de anticorpos específicos da classe IgM como 

marcador de infecção recente/aguda e da classe IgG para infecção crônica.(34,35) Os 

métodos diretos são baseados na identificação do parasito ou de seu material genético 

através de técnicas moleculares que empregam o uso da Reação em Cadeia da 

Polimerase (PCR).(36,37)  
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 A terapêutica empregada para o tratamento da TO consiste no uso de 

pirimetamina, sulfadiazina e ácido folínico. O uso de corticosteróides também é 

indicado quando há intensa reação inflamatória. No entanto, a administração de 

corticosteróides durante a parasitemia (sem medicação específica para toxoplasmose) 

pode causar acentuada destruição da retina e disseminação descontrolada da infecção.  

Assim, o diagnóstico preciso e o rápido inicio do tratamento são fatores essenciais para 

a preservação de uma boa acuidade visual final.(38) Também tem sido demonstrado que 

o tratamento prolongado a base de sulfa reduz as frequências de recidivas.(39)   

1.2 Resposta imune contra o T. gondii e sua influência na patogênese da toxoplas mose 

ocular 

O controle do T. gondii envolve a imunidade inata e adquirida por meio da 

mobilização de uma variedade de células tais como, neutrófilos, macrófagos, células 

dendríticas, células natural killer (NK) e células T e B.  

Neutrófilos, macrófagos e células dendríticas são essenciais na fase inicial da 

resposta imunológica dirigida ao parasito, pois são células secretoras de Interleucina-12 

(IL-12) e de fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α), citocinas essenciais para a 

resistência contra a infecção.(40,41) Essas citocinas estimulam as células NK a 

produzirem interferon-gama (IFN-γ), e este por sua vez, estimula a atividade 

microbicida dos macrófagos, mediado por radicais tóxicos de oxigênio, e promove o 

desenvolvimento de células T helper 1 (Th1), também produtoras de IFN-γ.(42) A ação 

combinada dessas citocinas, além de outros mecanismos imunológicos, é responsável 

pela proteção do hospedeiro contra a rápida proliferação de taquizoítos e, subsequente 

alterações patológicas.(8)  
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A imunidade celular, mediada pelos linfócitos T, atua como mecanismo de 

defesa contra os parasitos que sobrevivem dentro de fagócitos ou em células não-

fagocíticas infectadas, onde estão protegidas de anticorpos. Os linfócitos helper (Th) são 

divididos nas subpopulações Th1 e Th2, distinguidas pelo padrão de produção de 

citocinas. Células Th1 CD4+ produzem citocinas, cuja função é estimular a proliferação 

e a diferenciação dos linfócitos citotóxicos e macrófagos. Células com perfil Th1 

secretam preferencialmente IFN-γ e IL-2, sendo IL-2 responsável pela indução da 

ativação de células T CD8+, as quais são citotóxica para as células-alvo infectadas com 

o T. gondii devido à produção de IFN-γ, além de estimular a ativação das células NK. 

No entanto, um efeito efetivo das células T contra o parasito é mediado pelo Major 

histocompatibility complex (MHC).(43,44) Por outro lado, células Th2 produzem IL-4, IL-

5, IL-10 e IL-13, citocinas associadas à baixa regulação da resposta imune mediada por 

células e responsáveis por induzirem a imunidade predominantemente do tipo 

humoral.(44) Na infecção por T. gondii, as citocinas de perfil Th2 também podem ser 

recrutadas para controlar a resposta imune próinflamatória prejudicial.(43)  

Outro conjunto de células Th, denominadas de Th17, também foram descritas 

como tendo um papel crucial no dano tecidual autoimune, devido à produção de IL-17, 

potente indutor da inflamação. Além disso, a ausência de IL-17 impede a migração dos 

neutrófilos para os sítios de infecção o que pode ser prejudicial para o hospedeiro.(17)  

Anticorpos também são produzidos em resposta ao T. gondii. Em síntese, eles 

atuam nos taquizoítos extracelulares que são liberados após a lise de uma célula 

infectada; limitando a multiplicação dos mesmos através da lise do parasito após a 

ativação da via do complemento, pela opsonização dos parasitos ou aumentando a ação 
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fagocitária dos macrófagos. Entretanto, esses mecanismos não oferecem proteção contra 

os parasitos vivos que estão no interior das células.(45)  

A resposta imune intraocular é suprimida em circunstâncias normais o que 

diminui chance de destruição tecidual.(46) Nessas condições, células presentes em vários 

tecidos do olho expressam constitutivamente ligante de Fas (Fas-L), o qual é capaz de 

promover a deleção de células T e de células NK no olho. Além disso, também há 

presença de citocinas como transforming growth factor beta (TGF-β) que possui 

propriedades imunossupressoras e que reduz a expressão de moléculas MHC de classe 

I,(47,48) na qual pode comprometer as respostas citotóxicas de linfócitos. Contudo, 

evidências recentes indicam que o olho é um sítio que possui um sistema de 

imunorregulação bem estabelecido, no qual ocorre apresentação de antígeno, produção 

de citocinas e de anticorpos.(12) Níveis menores de TGF-β foram encontrados em fluidos 

oculares de indivíduos portadores de uveítes;(49) além disso, foi demonstrado que o T. 

gondii é capaz de estimular a expressão e modificar a forma ativa do TGF-β 

favorecendo assim a replicação do parasito.(50)  

Os danos aos tecidos oculares levaram à proposição de fenômenos que podem 

estar relacionados aos mecanismos patogênicos da toxoplasmose ocular, e esses 

fenômenos podem ser explicados principalmente pela virulência do parasito e pela ação 

da resposta imunológica dirigida contra o parasito que pode resultar em autoagressão. (16) 

Em relação a resposta imune, há evidencias de que a infecção por T. gondii promove a 

produção de fatores que anulam o privilégio imune, como IFN-γ, que desenvolve papel 

crucial na resistência contra a infecção, além de ser um antagonista potente de TGF- β e, 

hiper-regular a expressão de moléculas MHC.(43,51) Em modelos murinos foi 
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demonstrado que a resposta imune ocular contra T. gondii envolve fatores semelhantes à 

resposta que ocorre nos demais tecidos podendo levar ao aumento da intensidade das 

lesões oculares caracterizadas pela necrose ou inflamação acentuada da retina e da 

coróide.(42,52,53)  

A resposta imunológica pode determinar o desenvolvimento das lesões oculares 

decorrentes da infecção por T. gondii, e os mecanismos envolvidos podem estar 

associados tanto com a patogênese quanto aos efeitos protetores que controlam o dano 

tecidual. Atualmente sabe-se que uma resposta Th1 exacerbada, conduzida em especial 

por células Th-17, pode causar danos teciduais e contribuir para a gravidade da 

toxoplasmose ocular devido à produção de IL-17, um indutor potente da 

inflamação.(54,55) Entretanto, além das Th-17, existem fontes celulares adicionais de IL-

17 que contribuem para o desenvolvimento de condições inflamatórias, incluindo as 

células NK.(56)  

Tem-se demonstrado um aumento do número de monócitos proinflamatórios e 

células NK CD56dim citotóxicas circulantes e diminuição de células NK CD56bright 

imunoregulatórias em crianças infectadas por T. gondii de forma congênita e que 

apresentam lesão ocular ativa.  Ainda, subpopulações de células NK e T CD8+ exercem 

participação crucial como biomarcadores de lesão ocular cicatricial.(57) Além disso, há 

evidências de que as células NK apresentam perfil predominantemente pró-inflamatório 

in vintro frente à infecção por T. gondii, devido produção aumentada de IFN-γ em 

pacientes com toxoplasmose ocular congênita.(55)  

Os dados encontrados na literatura sugerem que a resposta imunológica mediada 

por células NK parece ser diretamente influente no combate ao T. gondii e no quadro 
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final da toxoplasmose ocular. Tem sido demonstrado recentemente que as células NK 

exercem funções biológicas sofisticadas que são atributos da imunidade inata e 

adaptativa rompendo as fronteiras funcionais entre essas respostas.(58) Assim, interação 

das células NK com a célula-alvo exerce função relevante na iniciação e regulação da 

resposta imunológica e, a base molecular dessas interações celulares parece ser crucial 

para que ocorra uma resposta eficiente e modulada no combate ao parasito evitando 

danos teciduais. Dessa maneira, polimorfismos em genes que codificam seus receptores 

e ligantes podem exercer papel relevante nessa patologia.   

1.3 Doença de Chagas 

A doença de Chagas é uma antropozoonose de larga distribuição no continente 

americano, especialmente na América Latina, resultante da infecção pelo protozoário 

flagelado Trypanosoma cruzi. A doença foi descrita pela primeira vez em 1909 por 

Carlos Justiniano Ribeiro das Chagas, médico e cientista brasileiro.(59) Atualmente, as 

estimativas de prevalência da infecção apontam que aproximadamente 6-7 milhões de 

indivíduos estão infectados,(60) e cerca de 65 milhões estão sob o risco de contrair a 

doença, com uma incidência total estimada de 28.000 novos casos por ano.(61) No 

Brasil, estima-se que pouco mais de 4 milhões de pessoas estariam infectadas pelo T. 

cruzi, e as maiores prevalências foram verificadas em mulheres, com idade superior a 

60 anos e residentes nas regiões nordeste e sudeste do país. (62)  

A prevalência, a incidência e a taxa de mortalidade associadas à doença de Chagas 

apresentaram consideráveis variações nas últimas décadas, devido principalmente ao 

impacto de programas de controle de vetores, migrações de populações rurais e urbanas, 

além de mudanças sócio-econômicas.(63)  No entanto, a taxa da mortalidade relacionada 
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à doença de Chagas, persiste em níveis elevados.(64-66) Embora conhecida a mais de um 

século, a doença de Chagas ainda é considerada uma doença negligenciada, que além de 

afetar áreas rurais e pobres, (67) por causa da crescente urbanização durante as três 

últimas décadas do século XX também tornou-se uma doença de endemia urbana.(68) 

Atualmente, sua propagação da América Latina para países não endêmicos, devido à 

migração internacional, se tornou em um problema de saúde global, atingindo áreas não 

endêmicas que são destinos dos imigrantes latinos.(69)  

A forma clássica e natural de transmissão do T. cruzi para o homem e outros 

mamíferos é através da via vetorial e ocorre pelas fezes contaminadas dos triatomíneos, 

que possuem o hábito de defecar durante o repasto sanguíneo, e que penetram na pele 

pelo local da lesão decorrente da picada ou mucosas, sendo considerado o mecanismo 

de transmissão de maior importância epidemiológica.(70) A infecção também pode ser 

transmitida por meio de transfusão sanguínea, o segundo mecanismo de maior 

importância epidemiológica na transmissão da doença de Chagas,(71) de forma congênita 

e oral, sendo esta última adquirida pela ingestão de alimentos e bebidas contaminados 

com o T. cruzi, no qual os triatomíneos infectados geralmente são triturados 

acidentalmente junto ao alimento durante o preparo. Existem ainda outros mecanismos 

de transmissões menos incidentes, tais como transplantes de órgãos e acidentes 

laboratoriais.(69)  

O T. cruzi é um protozoário flagelado pertencente à Ordem Kinetoplastida, Família 

Trypanosomatidae e Gênero Trypanosoma (72) e mais de 100 espécies são reconhecidas 

como reservatórios naturais para esse parasito.(69) Os vetores da doença de Chagas são 

insetos hematófagos da Ordem Hemíptera, Família Reduviidae e Subfamília 
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Triatominae.(73) Entre as mais de 150 espécies encontradas como potenciais vetores do 

T. cruzi,(73) as de maior importância epidemiológica para infecção humana são: 

Triatoma infestans, Triatoma brasiliensis, Triatoma dimidiata, Rhodnius prolixus, 

Triatoma pseudomaculata, Triatoma sórdida e Panstrongylus megistus.(74) Sob 

condições naturais, o ciclo de vida do T. cruzi alterna entre um hospedeiro invertebrado 

da Família Reduviidae e, um hospedeiro vertebrado, que pode ser qualquer espécie de 

mamífero de diferentes ordens e envolve várias fases de desenvolvimento. A descrição 

completa do ciclo do T. cruzi encontra-se na figura 5. 
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Figura 5. Ciclo de vida do protozoário T. cruzi. (Adaptado).(75)  

(1) O inseto infectado elimina os tripomastigotas metacíclicos através das excretas 

durante o hematofagismo. (2) As formas tripomastigotas invadem células do 

hospedeiro, onde se transformam em amastigotas. (3) Dentro das células, os amastigotas 

multiplicam-se por divisão binária simples. (4) Amastigotas intracelulares se 

transformam em tripomastigotas e, com o rompimento das células entram nas correntes 

sanguínea e linfática, podendo invadir novas células para cumprirem novo ciclo celular 

no hospedeiro. (5) Os tripomastigotas sanguíneos podem ser ingeridos por novo inseto, 

continuando o ciclo do parasito. (6) No interior do tubo digestivo do inseto os 

tripomastigotas sanguíneos se transformam em epimastigotas, (7) os quais se 

multiplicam por divisão binária simples. (8) Os epimastigotas se diferenciam em 

tripomastigotas metacíclicos.(75)  

O desenvolvimento da doença de Chagas ocorre por fases aguda e crônica e, 

tanto a variabilidade genética e biológica do parasito quanto do hospedeiro podem 

influenciar o curso de evolução da doença.(76) A fase aguda pode ser sintomática ou 

assintomática. Quando sintomática, os sinais clínicos mais relacionados com a infecção 
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aguda são reação inflamatória local com formação de forte edema na região de entrada 

do parasito (chagoma de inoculação ou sinal de Romaña, quando a transmissão ocorre 

de forma natural), febre, mal estar, poliadenia, hepatoesplenomegalia e insuficiência 

cardíaca.(77)  

Após um período de 4-10 semanas os pacientes progridem para uma fase crônica 

indeterminada que acomete a maioria dos indivíduos (aproximadamente 60%) e podem 

permanecer assim por toda vida.(78,79) Essa fase é caracterizada por ausência de 

sintomas, estudos radiológicos e eletrocardiográficos normais e sorologia reagente para 

o T. cruzi.(72)  

Os indivíduos infectados cronicamente podem vir a desenvolver manifestações 

clínicas da doença de Chagas com lesões irreversíveis em alguns órgãos. Cerca de 30% 

desenvolvem, a cardiopatia chagásica crônica (CCC) de gravidade variável; e 10% 

apresentam a forma digestiva, caracterizada principalmente por dilatações do esôfago 

e/ou cólon. Alguns pacientes apresentam também associação das manifestações 

cardíaca e digestiva, conhecida como forma mista ou cardiodigestiva. (78,80)  

A CCC constitui uma das manifestações clínicas graves da doença de Chagas, e 

em áreas endêmicas, representa a principal causa de incapacidade e mortalidade.(81) A 

doença manifesta-se por insuficiência cardíaca, transtornos do ritmo dos batimentos e 

da condução elétrica, fenômenos tromboembólicos, dor no peito precordial e morte 

súbita. Pacientes portadores desta forma clínica apresentam miocardite usualmente 

intensa e difusa, sendo acompanhadas de cardiomegalia, lesões vasculares e 

fibrose.(66,82)  
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Pacientes portadores da forma digestiva apresentam sintomas decorrentes de 

comprometimento de órgãos deste sistema devido à dilatação e hipertrofia muscular 

com formação de megavísceras, principalmente do esôfago (megaesôfago) e do cólon 

(megacólon). As manifestações clínicas devido ao megaesôfago incluem ptialismo, 

disfagia, regurgitação, dor epigástrica, podendo levar à desnutrição em alguns casos. O 

megacólon se manifesta comumente como distensão abdominal, constipação e 

obstrução intestinal.(83) No entanto, como a doença de Chagas causa comprometimento 

do sistema nervoso autônomo, podem ocorrer alterações anatomo-funcionais ao longo 

de todo trato digestivo, até mesmo de órgãos não pertencentes a esse sistema.(66) O 

desenvolvimento de megaesôfago está associado com redução de aproximadamente 

85% do número de neurônios, enquanto no megacólon a redução destas células é cerca 

de 50%.(84) A figura 6 apresenta as manifestações clínicas mais comuns encontradas na 

da doença de Chagas crônica. 
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Figura 6. Principais achados na doença de Chagas crônica. (Adaptado).(67)  

(A) Forma segmentar cardíaca. (B) Forma cardíaca dilatada. AV, atrioventricular; 

LAFB, bloqueio fascicular anterior esquerdo; MR, insuficiência mitral; RBBB, 

bloqueio de ramo direito; TR, insuficiência tricúspide; VE, ventículo esquerdo; VD, 

ventrículo direito; AE, átrio esquero; AD, átrio direito. 

Os exames convencionais no diagnóstico clínico da doença de Chagas na fase 

crônica incluem: raios X de tórax, eletrocardiograma e ecocardiograma para o 

diagnóstico cardiológico; manometria anorretal e raios X de enema opaco para o 
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diagnóstico de megacólon; e manometria esofágica e raios X de seriografia para forma 

megaesôfago.(85)  

 O diagnóstico laboratorial da infecção durante a fase aguda da doença de Chagas 

pode ser realizado por testes diretos de detecção do parasito no sangue periférico por 

meio de exame de sangue a fresco, gota espessa e esfregaço sanguíneo. O diagnóstico 

laboratorial durante a fase crônica da doença deve ser realizado, preferencialmente, por 

métodos sorológicos, os quais detectam anticorpos anti-T. cruzi da classe IgG por meio 

dos testes de imunofluorescência indireta (IFI), ensaio imunoenzimático (ELISA - 

Enzyme linked immunosorbent assay) e hemaglutinação indireta (HAI),(71) e segundo 

recomendação da Organização Mundial da Saúde dois testes diferentes devem ser 

empregados para um diagnóstico preciso.(67)  

As únicas opções utilizadas no tratamento etiológico da doença de Chagas são os 

antiparasitários nifurtimox e benzonidazol. No entanto, essas drogas parecem ter maior 

eficácia terapêutica apenas na fase aguda da infecção. Além disso, podem causar efeitos 

colaterais graves e induzir resistência no parasito.(86) O nifurtimox, lançado em 1972 

com o nome comercial de Lampit®, teve sua comercialização cancelada em diversos 

países, inclusive no Brasil, por ser considerado tóxico ao homem. O benzonidazol, 

comercializado desde 1978 sob o nome de Rochagan®, é a única droga comercializada 

para o tratamento da doença de Chagas no Brasil.(87) Atualmente, um estudo 

denominado BENEFIT (Benznidazole Evaluation for Interrupting Trypanosomiasis) 

está avaliando a eficácia do tratamento com benzonidazol na doença de Chagas crônica, 

e os primeiros resultados mostram que o medicamento não conseguiu interromper o 

agravamento da doença em indivíduos com problemas cardíacos estabelecidos.(88) 
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1.4 Resposta imune contra o T. cruzi e sua influência na patogênese da doença de 

Chagas 

A infecção pelo T. cruzi pode ativar múltiplas vias do sistema imune inato e 

adaptativo do hospedeiro que envolve a participação de um grande número de células, 

como, células NK, células T CD4+ e CD8+ e células B,(89) as quais favorecem a síntese 

de moléculas reguladoras e efetoras do sistema imune, tais como citocinas, quimiocinas 

e óxido nítrico (NO).(90)  

Durante a fase aguda da infecção, a presença do parasito induz um rápido 

aumento na produção, maturação e ativação de monócitos e macrófagos na tentativa de 

controlar a sua replicação. A interação do T. cruzi com essas células envolvidas na 

resposta imune inata é mediada por receptores específicos de reconhecimento de 

padrões do patógeno, como os receptores do tipo Toll (TLRs). A infecção dos 

macrófagos pelo parasito tipicamente resulta na secreção de citocinas pró-inflamatórias, 

tais como TNF-α e IL-12. Estas citocinas ativam as células NK a produzirem IFN- γ. O 

IFN- γ exerce feedback  positivo na ativação dos macrófagos, que destroem os parasitos 

pela produção NO. Por outro lado, citocinas regulatórias como IL-4, IL-10 e TGF-β 

inibem a produção de NO e a atividade dos macrófagos,(91) sendo responsáveis pela 

desativação e pelo controle dos efeitos inflamatórios letais das citocinas tipo 1 

produzidas durante a infecção.(92)  

A interação de citocinas, macrófagos e outras células do sistema imune inato são 

essenciais para a evolução da infecção e orienta o organismo para uma resposta imune 

adaptativa. Os parasitos ao se infiltrarem nas células do hospedeiro vertebrado são 

processados, e o antígeno é apresentado às células T CD8+ pelas moléculas MHC de 

classe I. As células T CD8+ exercem efeito citotóxico para as células infectadas, 
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relacionado principalmente à produção de IFN-γ. Assim, a replicação do parasito é 

controlada pela capacidade das células T CD8+ destruírem as células infectadas.(93)  

Células T CD4+ atuam no reconhecimento de antígenos processados e 

apresentados pelas moléculas MHC de classe II, que em resposta secretam citocinas, as 

quais atuam como mediadores da inflamação e, sobretudo são importantes para o 

controle da parasitemia.(94) Células T CD4+ com fenótipo Th1 estão envolvidas na 

diferenciação e ativação de células T CD8+ e na produção de IFN-γ, e, por meio da 

síntese deste, também exerce participação indireta na produção de anticorpos que 

ativarão o sistema complemanto.(95) Entretanto, a resposta imune não é capaz de 

eliminar o T. cruzi, apenas controla sua replicação.(84)  

Os mecanismos patogênicos envolvidos nas formas clínicas da doença de 

Chagas podem ser explicados pela persistência do parasito como responsável por 

manter a inflamação, e pela autoagressão decorrente da resposta imune contra antígenos 

próprios resultando em danos teciduais.(84,96) A evolução clínica da doença, no que diz 

respeito à resposta imune, depende particularmente da modulação Th1/Th2 e Treg 

(células T reguladoras). Tanto na forma cardíaca, como na forma digestiva, às 

manifestações patológicas estão associadas com a ocorrência de uma reação pró-

inflamatória do tipo Th1 nos órgãos acometidos, caracterizada pela presença de IFN-γ, 

TNF-α e IL-6; enquanto que na forma indeterminada da doença a resposta induzida é de 

caráter predominantemente anti-inflamatório, ou seja, com exacerbação de linfócitos do 

tipo Th2 com a presença de IL-10 como elemento protetor.(84) No entanto, após a 

descoberta de uma nova linhagem de linfócitos efetores, chamados de células Th17, o 

saldo Th1/Th2 passou a ser revisto. Células Th17 produzem IL-17 que tem propriedades 
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pró-inflamatórias(97) e induz a produção de vários mediadores, levando ao recrutamento 

de neutrófilos e consequente inflamação,(98) fato que tem associado a resposta Th17 com 

várias doenças inflamatórias e autoimunes.(99) Além disso, em adição às células Th17, 

outras células como T CD8+, neutrófilos, monócitos e células NK são produtoras de IL-

17.(100)  

Assim, o envolvimento da imunidade mediada por células é de suma 

importância em todas as formas clínicas da doença de Chagas, uma vez que 

desempenham papel efetor nos danos teciduais de acordo como perfil de moléculas que 

secretam.(101) Na CCC as principais células que constituem o infiltrado inflamatório do 

tecido cardíaco são linfócitos T e B, macrófagos e células NK, sendo a população 

predominante a de células T CD8+.(95,102) Na forma digestiva da doença, da mesma 

maneira, há associação das lesões encontradas nas células musculares com o infiltrado 

inflamatório e fibrose, sendo que o infiltrado celular é constituído principalmente por 

células TCD4+, macrófagos, células TCD8+, B e NK.(84)  

Apesar do fato da resposta imune adaptativa ser considerada há anos como o 

mecanismo protetor mais importante durante a infecção crônica da doença de Chagas, 

estudos recentes sugerem a importância da resposta imune inata como um mecanismo 

regulador relevante, uma vez que as citocinas produzidas por células NK e monócitos 

tem sido relatadas como importantes biomarcadores da morbidade da doença.(103-105)  

Em especial, o recrutamento de células NK e monócitos pode ser uma ponte 

importante entre eventos imunológicos inatos e adaptativos durante infecção por T. 

cruzi. Na doença de Chagas crônica assintomática ou indeterminada, a presença de 

células NK (CD3- CD16+ CD56+ e CD3- CD16+ CD56dim) juntamente com a presença de 
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células imunoreguladoras (Treg- CD4+ CD25high e NTK- CD3+ CD16- CD56+) e 

macrófagos circulantes  (CD14+CD16+) são responsáveis pelo controle dos mecanismos 

inflamatórios. No entanto, falha em mecanismos imunorreguladores, com níveis basais 

das células NK, NKT e CD4+ CD25high, associadas com um aumento da expressão de 

células T CD8+ ativadas, estão associados com a doença cardíaca.(106-108) Neste 

contexto, as citocinas produzidas por estas células podem constituir um mecanismo 

regulador fundamental.(108) Além disso, a presença de células NK como constituinte do 

infiltrado inflamatório persistente no miocárdio e no trato digestivo sugere a 

participação destas na continuidade do processo inflamatório da fase crônica da doença 

de Chagas.(95,109)  

Assim, o claro envolvimento das células NK na infecção pelo T. cruzi e nas 

formas evolutivas da doença de Chagas crônica parece possuir implicações relevantes. 

Entretanto, tais células precisam ser adequadamente ativadas para tornarem-se 

competentes na execução de suas atividades efetoras sem causar danos teciduais, sendo 

importante avaliar polimorfismos em seus receptores e ligantes, os quais podem ter 

efeitos funcionais e estarem intimamente relacionadas nos processos fisiopatológicos da 

CCC e dos megacólon e magaesôgfago chagásicos.   

1.5 Fatores genéticos do hospedeiro relacionados às manifestações clínicas da 

toxoplasmose e da doença de Chagas 

A interação entre o parasito, o hospedeiro e o vetor (ao se tratar da doença de 

Chagas), em um ecossistema apropriado e contexto epidemiológico pode determinar a 

incidência, a prevalência e até mesmo a gravidade das manifestações clínicas resultantes 

da infecção por T. gondii e T. cruzi.  
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Entre os fatores individuais de risco para a ocorrência das formas clínicas da 

toxoplasmose e da doença de Chagas está o estado imunológico do hospedeiro, uma vez 

que a maioria dos casos de infecção humana em indivíduos imunocompetentes é 

assintomática.(4,78)  

Assim, fatores genéticos do hospedeiro, em especial a resposta imunológica, 

parecem ter influência na manifestação dessas doenças, pois apenas parte das pessoas 

infectadas desenvolve os sintomas clínicos dessas zoonoses. Os mecanismos 

imunológicos relevantes que contribuem para patogênese ou resistência da 

toxoplasmose ocular e das formas clínicas da doença de Chagas são numerosos e 

envolvem vários tipos de células e mediadores do sistema imune inato e adaptativo do 

hospedeiro, entretanto, tais mecanismos ainda não foram completamente elucidados.  

Na fase inicial dessas infecções, a imunidade inata tem papel crucial na 

resistência ao T. gondii e ao T. cruzi e as células NK são uma importante subpopulação 

de linfócitos atuantes nessa fase da resposta imunológica na toxoplasmose e na doença 

de Chagas. A ativação das células NK limita a replicação dos parasitos além de 

desencadear a resposta imune adaptativa.(42,110) As funções efetoras das células NK são 

determinadas tanto pela expressão de moléculas HLA (antígenos leucocitários 

humanos) de classe I e MICA (MHC class I chain related) quanto por distúrbio do 

equilíbrio mediado por receptores existentes em sua superfície, tais como os receptores 

KIR (killer immunoglobulin-like receptor).(111,112) O extenso polimorfismo genético 

presente nos genes que codificam essas moléculas, assim como a regulação da 

expressão das mesmas são fatores importantes no delineamento da resposta imune inata 
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e adaptativa de cada indivíduo. Nesse sentido é de especial interesse a investigação de 

genes de resposta imune envolvidos na regulação da atividade das células NK.  

1.6 Células Natural Killer 

As células NK foram descritas inicialmente em 1975 por Herberman et al.(113) e 

Kiessling et al.(114) e representam uma subpopulação de linfócitos granulosos que 

exercem função crucial na resposta imune, especialmente contra células infectadas, 

transformadas ou alogênicas, pela sua capacidade de lise celular sem sensibilização 

prévia e também pela produção de citocinas e quimiocinas que mediam a resposta 

inflamatória.(115) Essas células estão presentes em diversos tipos de tecidos e órgãos 

como medula óssea, baço, linfonodos, fígado, intestino e placenta. Elas também estão 

presentes na circulação periférica, e possuem a capacidade de migrar para locais 

específicos de infecção, inflamação e desenvolvimento tumoral.(116)  

Em humanos, as células NK são caracterizadas pela expressão do marcador de 

superfície CD56 e pela ausência de expressão de CD3 e CD19.  De acordo com o nível 

de expressão de CD56 em sua superfície as células NK podem ser classificadas em duas 

principais populações: as células que expressam abundantemente CD56 são 

denominadas de células CD56bright e, correspondem cerca de 10% das células NK 

circulantes, as quais possuem propriedades imunoregulatórias; as células com baixa 

expressão de CD56 são denominadas de células CD56dim e, apresentam alta capacidade 

citotóxica correspondendo a 90% de todas as células NK circulantes. Além disso, a 

maioria das células CD56 também expressa o receptor CD16, que confere a capacidade 

de mediar a citotoxidade celular dependente de anticorpos.(117)  
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A função efetora das células NK é regulada por um equilíbrio de sinais gerados 

por seus receptores de ativação e inibição; e o mecanismo que faz com que as células 

NK sejam capazes de distinguir as células normais das células infectadas ou 

transformadas acontece pela interação desses receptores com moléculas específicas 

expressas na superfície das células-alvo que atuam como ligantes, dentre elas moléculas 

MHC de classe I clássicas como HLA-A, -B e –C e não clássicas como HLA-E, -G e 

moléculas MIC.(111)  

Moléculas HLA de classe I são normalmente expressas em células saudáveis do 

organismo, mas podem ter sua expressão alterada em células infectadas ou malignas. A 

perda ou diminuição da expressão dessas moléculas resulta na ativação das células NK; 

e a partir dessa característica foi postulada a hipótese do missing-self (perda do 

reconhecimento do próprio), que estabelece que a ausência dessas moléculas remove os 

ligantes dos receptores inibidores das células NK ativando a função efetora das 

mesmas.(118) A expressão de moléculas MIC é induzida em resposta ao estresse celular, 

e ao serem reconhecidas pelo receptor ativador das células NK, desencadeia uma 

cascata de sinalização que termina com o processo de lise celular da célula-alvo,(119,120) 

hipótese conhecida como “induced self”.(121)  

 Os receptores das células NK pertencem a duas famílias: a superfamília das 

imunoglobulinas e a família dos receptores semelhantes à lectina. A superfamília das 

imunoglobulinas engloba os receptores KIR, LILR (leucocyte immunoglobulin-like 

receptor), LAIR (leucocyte associated inhibitory receptor), FcαR (Fc-alfa receptor) e 

NKp46 (activating NK recptors). Os membros mais representativos da família dos 

receptores semelhantes à lectina são as moléculas NKG2 (C-type lectin receptor), no 
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qual as classes NKG2A, B, C, E e H precisam estar associados à molécula CD94 para 

tornarem receptores funcionais. NKG2D não se liga à CD94. Cada família de receptores 

contém receptores inibidores e ativadores.(122)  

Os receptores KIR e CD94/NKG2A, por exemplo, desempenham importante 

papel reconhecendo moléculas MHC dos grupos HLA-A, -B e –C e moléculas HLA-E, 

respectivamente,(123) enquanto que o receptor NKG2D reconhece moléculas MICA e 

MICB,(112) além várias outras moléculas com expressão celular induzida por estresse, 

como a família de proteínas ligantes de UL16 (ULBPs).(124) Assim, a interação das 

células NK com a célula-alvo sugere função relevante na iniciação e regulação da 

resposta imune inata e adaptativa e a base molecular dessas interações celulares parece 

ser crucial para que ocorra uma resposta eficiente e modulada. 

1.7 Genes KIR 

 Os genes de resposta imune KIR (killer cell immunoglobulin-like receptors 

genes) representam uma família de genes polimórficos que estão localizados no 

cromossomo 19q13.4, em uma região chamada Complexo de Receptores Leucocitários 

(LRC - Leukocyte Receptor Complex).(125) (Figura 7). Esses genes são responsáveis por 

codificar os receptores KIR que estão envolvidos na resposta imunológica mediada por 

células NK, sendo encontrados também em algumas subpopulações de células T.(126) Os 

genes KIR são organizados em nove exons. Os dois primeiros exons codificam as 

sequências líderes. Os exons três, quatro e cinco codificam respectivamente os domínios 

semelhantes a imunoglobulinas D0, D1 e D2, que são responsáveis pelo reconhecimento 

dos ligantes. O exon seis codifica a região de inserção da molécula na membrana 
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plasmática e o exon sete codifica a região transmembrana. Os exons oito e nove 

codificam domínios citoplasmáticos.(127)  

 

Figura 7: Complexo de Receptores Leucocitários e os genes KIR. (Extraído).(128)  

Os receptores KIR inibidores e ativadores têm a mesma estrutura quanto aos 

domínios extracelulares (2D ou 3D), mas em relação à cauda citoplasmática possuem 

características diferentes: os receptores inibidores possuem cauda longa (L) contendo 

um ou dois motivos de inibição denominados ITIMs (Immunoreceptor tyrosine-based 

inhibition motifs), enquanto que os receptores ativadores possuem cauda curta (S), 

ausência de ITIMs, presença de um aminoácido (lisina ou arginina) carregado 

positivamente na região transmembrana, os quais permitem a associação dos receptores 
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KIR com a molécula acessória DAP12, e contém motivos de ativação ITAM 

(Immunoreceptor tyrosine-based activation motifs);  além dos pseudogenes (P) que não 

têm função descrita.(129) Uma exceção é o receptor KIR2DL4, pois possui ITIM em sua 

cauda citoplasmática e o aminoácido arginina na região transmembrana. Desta forma 

possui dupla função: inibidora e ativadora. Esse receptor ao se associar à molécula 

FcεRI-γ (Fc epsion receptor type γ) envia sinais estimulatórios às células NK via 

ITAM.(130) (Figura 8). 

 

Figura 8: Estrutura molecular dos receptores KIR. (Extraído).(128)  

Domínios extracelulares (azul), região transmembrana, molécula acessória DAP-12 

(verde) e cauda citoplasmática com presença de ITIMs (vermelho).  

Na espécie humana, cada indivíduo expressa em suas células diferentes tipos e 

números de receptores KIR. Há existência de dois genótipos distintos designados de AA 

e BX (BB e AB), que são compostos pela combinação de genes inibidores e 
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ativadores.(129) O genótipo AA é caracterizado pela presença dos genes KIR2DL1, 

KIR2DL3, KIR2DL4, KIR2DS4, KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DL3, KIR2DP1 e KIR3DP1, 

e tem como característica a presença de somente um gene que codifica um receptor 

ativador, o KIR2DS4. A presença de um ou mais dos seguintes genes: KIR2DL5, 

KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS5 e KIR3DS1 caracterizam o genótipo BX. 

Todos os genótipos KIR apresentam os genes KIR3DL3, KIR3DL2, KIR3DP1 e 

KIR2DL4. Esses genes presentes em todos os genótipos são denominados genes de 

moldura ou genes estruturais (frameworks genes).(127)  

Os receptores KIR reconhecem moléculas HLA de classe I presente na 

superfície das células-alvo,(127,131) e ausência ou diminuição da expressão das moléculas 

HLA faz com que a ação das células NK seja efetiva sobre as células-alvo.(118) 

KIR2DL1 e KIR2DS1 se ligam a moléculas HLA-C do grupo C2, que incluem as 

especificidades HLA-C*02, *04, *05, *06, *07,*15, *17, e *18. KIR2DL2, KIR2DL3 e 

KIR2DS2 interagem com moléculas HLA-C do grupo C1, entre elas: HLA-C*01, *03, 

*07, *08, *12, *13, *14 e *16. KIR3DL2 liga-se a HLA-A*03 e/ou -A*11 e KIR3DL1 

reconhecem epítopos HLA-Bw4 (HLA-A*23, *24, *25, *32; HLA-B*13, *27, *44, 

*51, *52, *53, *57, *58). Moléculas HLA-Bw4 são divididas em dois grupos baseados 

na presença de isoleucina ou treonina na posição 80 (Bw4-80Ile e Bw4-80Thr, 

respectivamente). KIR3DS1 se liga a moléculas Bw4-80Ile e KIR2DL4 se liga ao HLA-

G. Ainda permanecem indefinidos os ligantes para KIR2DL5, KIR2DS3, KIR2DS5 e 

KIR3DL3.(132-134)  

Entretanto, a segregação independente dos genes KIR e HLA possibilita a 

expressão de moléculas KIR para as quais o ligante HLA não está presente, ou vice-
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versa, o que resulta na ausência de funcionalidade das células NK pela falta de 

sinalização.(132) Além disso, dependendo da combinação entre KIR e ligantes HLA, as 

células NK podem apresentar vários níveis de resposta, como o excesso de inibição ou 

ativação ou balanço entre inibição e ativação.(135)  

Estudos independentes demonstraram que a presença ou ausência de certos 

genes e genótipos KIR, bem como diferentes combinações entre os receptores KIR e 

moléculas HLA de classe I podem estar envolvidos na evolução clínica de várias 

doenças infecciosas,(136-146) doenças autoimunes ou inflamatórias(147-149)  e ainda em 

muitos tipos de câncer.(150-152) Recentemente foi verificado que a citotoxidade das 

células NK, mediada pelos receptores KIR e ligantes HLA, pode contribuir no 

desenvolvimento das lesões teciduais observadas na cardiopatia chagásica crônica.(153) 

Entretanto, até a realização deste trabalho não havia registros na literatura sobre a 

influência dos genes KIR na toxoplasmose ocular; e não há registros na literatura sobre 

o papel destes genes na forma digestiva da doença de Chagas crônica.  

1.8 Gene MICA 

O complexo principal de histocompatibilidade (CPH) ou MHC representa um 

conjunto de locos gênicos situados no braço curto do cromossomo 6 na região p21.31 

que são responsáveis pela síntese de moléculas envolvidas na resposta imunológica. 

Este complexo está dividido em três grandes grupos denominados de classes I, II e III 

de acordo com a estrutura e função dos produtos gênicos. No entanto, o MHC humano 

não contém apenas os genes HLA clássicos, mas uma grande variedade de genes 

relevantes, tais como genes MIC (major histocompatibility complex class I chain-

related gene). Os genes MIC estão localizados dentro da região de classe I e consiste 
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uma família de sete genes, MICA-MICG, dos quais apenas MICA e MICB expressam 

transcritos funcionais; os demais locos (MICC-MICG) não codificam nenhum transcrito 

detectável e são, portanto, pseudogenes.(154-155)  

MICA é o mais polimórfico gene de classe I não clássico (até o momento foram 

identificados 106 alelos)(156) e está situado próximo aos locos HLA-B e HLA-C. Possui 

seis exons, dentre os quais o primeiro exon codifica uma sequência líder, o segundo, 

terceiro e quarto exons codificam as sequências dos domínios externos α-1, α-2 e α-3, 

respectivamente, o quinto exon codifica o segmento transmembrana da molécula. A 

cauda citoplasmática e as sequências 3’UTR (região não traduzida) estão fusionadas no 

exon 6.(154) (Figura 9).  

 

Figura 9: Localização do gene MICA no braço curto do cromossomo 6 e representação 

dos seis exons (Ex1-6) que codificam a molécula MICA. (Adaptado).(157)  
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A expressão de MICA é induzida em resposta ao estresse celular em muitos 

tipos de células, incluindo epitélio, fibroblastos, queratinócitos, células endoteliais e 

monócitos.(158,159) As moléculas MICA são reconhecidas pelos linfócitos Tγδ, linfócitos 

Tαβ (CD8+ e subconjuntos de CD4+) e células NK, através de seus receptores NKG2D 

presentes em sua superfície em associação com a molécula DAP10, uma proteína 

adaptadora de membrana. Este complexo NKG2D-MICA ativa a fosforilação dos 

resíduos de tirosina da molécula DAP10, desencadeando uma cascata de sinalização 

celular que termina com o processo de lise da célula-alvo.(119,120)  

As glicoproteínas MICA apresentam estrutura similar às moléculas HLA de 

classe I clássicas, incluindo três domínios externos (α1, α2 e α3), um domínio 

transmembrana e um domínio citoplasmático.(154) Porém, as moléculas MICA 

apresentam diferenças significantes uma vez que sua estrutura não está associada à 

molécula β2-microglobulina, são independentes de TAP (moléculas transportadoras 

associadas ao processamento de antígeno) e não possuem uma região de ligação com 

peptídeo.(160) (Figura 10). 
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Figura 10: Semelhanças estruturais entre o MHC de classe I e II e moléculas MICA. 

(Adaptado).(157)  

Conforme os genes HLA de classe I clássicos, o gene MICA possui uma grande 

variedade alélica devido polimorfismos de nucleotídeo único (SNP) encontrados 

principalmente nos exons 2, 3 e 4, correspondentes aos domínios extracelulares da 

molécula, dentre os quais um deles apresenta implicação funcional: A presença do 

aminoácido metionina na posição 454 que corresponde ao aminoácido 129 do domínio 

α2 da proteína (MICA-129met) tem maior afinidade pelo receptor NKG2D do que as 

proteínas com o aminoácido valina (MICA-129val) nessa mesma posição, 

comprometendo a ativação das células NK e a coestimulação dos linfócitos T CD8.(161) 

Além disso, os alelos MICA*010 e MICA*025, apresentam uma substituição de 

nucleotídeo que causa uma troca de prolina para arginina na posição 6 do domínio α1, 

afetando a dobra da molécula e eliminando sua expressão na superfície celular.(162) 

Ainda, em determinadas condições de estresse, as moléculas MICA podem formar 

complexos com outras moléculas reguladas positivamente sob tais condições e sofrer 
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uma clivagem proteolítica devido a uma mudança conformacional de sua estrutura e, 

dessa maneira serem secretadas na forma solúvel.(157)  

Outra característica do gene MICA é a presença de um polimorfismo de curta 

sequência repetida em tandem (STR) localizado no exon 5, que codifica a região 

transmembrana da molécula. Os STR consistem em repetições (GCT)n. Oito alelos 

foram descritos, A4, A5, A5.1, A6, A7, A8, A9 e A10, com 4-10 repetições GCT. No 

caso da variante A5.1, além das 5 repetições, ocorre a inserção de uma guanina após a 

segunda repetição GCT, esta inserção cria um códon de parada prematuro, deixando a 

proteína sem cauda citoplasmática e que aparentemente não consegue alcançar a 

superfície celular não sendo, portanto, uma molécula secretada.(163)  

Moléculas MICA expressas na superfície celular parecem ativar células NK e 

promover a atividade citotóxica das mesmas; por outro lado, estas moléculas na forma 

solúvel podem bloquear a ativação do receptor NKG2D inibindo a citotoxicidade das 

NK, situação que pode ser deletéria nos processos antitumorais, autoimunes ou até 

mesmo em situações de infecção. Mesmo as moléculas ancoradas na superfície celular 

exibem variabilidade em sua estrutura ou posicionamento na membrana e desta forma 

provavelmente não interagem com a mesma intensidade com o receptor, principalmente 

aquelas cujos alelos apresentam polimorfismo funcional parecem trazer consequências 

para o sistema de defesa do organismo.(164)  

Neste sentido, vários estudos de associação têm analisado a diversidade MICA 

em doenças infecciosas(165-169) e em muitos tipos de câncer,(170-172) além do seu papel na 

rejeição de transplantes.(173) Em relação à toxoplasmose ocular, não havia registros na 

literatura sobre a influência do gene MICA nessa patologia até o memento da realização 
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deste trabalho. No que diz respeito à doença de Chagas, um estudo realizado na Bolívia 

mostrou que o haplótipo HLA-DRB1*01~B*14~MICA*01 estava associado com a 

proteção contra a doença crônica.(174) Entretanto, o papel de MICA no desenvolvimento 

e gravidade da DSVE em pacientes com CCC também não havia sido abordado.  

1.9 Objetivos 

O presente estudo teve como objetivo geral verificar a hipótese de que os genes KIR, 

seus ligantes HLA e o polimorfismo do gene MICA estão associados à toxoplasmose 

ocular e às diferentes formas clínicas da doença de Chagas. Os objetivos específicos 

foram: 

1. Identificar os genes KIR, os grupos de alelos HLA-A, HLA-B, HLA-C (ligantes 

de KIR) e MICA em indivíduos infectados pelo T. gondii, com e sem 

toxoplasmose ocular e, dentre aqueles com toxoplasmose ocular, com 

manifestação ocular primária e recorrente. 

2. Identificar os genes KIR, os grupos de alelos HLA-A, HLA-B, HLA-C (ligantes 

de KIR) e MICA em indivíduos com doença de Chagas Crônica, com as formas 

clínicas cardíaca e digestiva da doença e, dentre aqueles com cardiopatia 

chagásica crônica, com e sem disfunção sistólica ventricular esquerda.  
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2. ARTIGOS 

Os resultados deste trabalho estão apresentados na forma de 4 artigos, sendo três 

artigos publicados e um submetido à publicação.  

Em relação à toxoplasmose ocular: 

Artigo 1  

Título: MHC Class I Chain-Related Gene A Polymorphisms and Linkage 

Disequilibrium with HLA-B and HLA-C Alleles in Ocular Toxoplasmosis.  

Autores: Christiane Maria Ayo, Ana Vitória da Silveira Camargo, Fábio Batista 

Frederico, Rubens Camargo Siqueira, Mariana Previato, Fernando Henrique Antunes 

Murata, Aparecida Perpétuo Silveira-Carvalho, Amanda Pires Barbosa, Cinara de 

Cássia Brandão de Mattos, Luiz Carlos de Mattos. 

Periódico: Plos One, 2015; 10: e0144534. IF: 3.05. 

Artigo 2 

Título: Ocular toxoplasmosis: susceptibility in respect to the genes encoding the KIR 

receptors and their HLA class I ligands. 

Autores: Christiane Maria Ayo,  Fábio Batista Frederico, Rubens Camargo Siqueira, 

Cinara de Cássia Brandão de Mattos, Mariana Previato, Amanda Pires Barbosa, 

Fernando Henrique Antunes Murata, Aparecida Perpétuo Silveira-Carvalho, Luiz 

Carlos de Mattos. 

Periódico: Scientific Reports 2016; 6: 36632. IF: 5.22. 

Em relação à doença de Chagas: 

Artigo 3 
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Título: Association of the Functional MICA-129 Polymorphism With the Severity of 

Chronic Chagas Heart Disease. 

Autores: Christiane Maria Ayo,  Amanda Priscila de Oliveira, Ana Vitória da Silveira 

Camargo, Cinara de Cássia Brandão de Mattos, Reinaldo Bulgarelli Bestetti, Luiz 

Carlos de Mattos.  

Periódico: Clinical Infectious Disease 2015; 61:1310-1313. IF: 8.73. 

Artigo 4 

Título: MICA and KIR: Immunogenetic factors influencing the cardiac and digestive 

clinical forms of chronic Chagas disease. 

Autores: Christiane Maria Ayo, Reinaldo Bulgarelli Bestetti, Eumildo de Campos 

Junior, Luiz Sérgio Ronchi, Aldenis Albaneze Borim, Cinara Cássia Brandão de Mattos, 

Luiz Carlos de Matttos.  

Periódico: Cellular & Molecular Immunology (Submetido para publicação). IF: 5.19. 
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Abstract 

Tissue damage observed in the clinical forms of chronic symptomatic Chagas disease seems 

to have a close relationship with the intensity of the inflammatory process. The objective of 

this study was to investigate whether the MICA and KIR genes are associated with the 

cardiac and digestive clinical forms of chronic Chagas disease. Possible influence of these 

genes on the development of left ventricular systolic dysfunction (LVSD) in patients with 

chronic chagasic heart disease was also evaluated. This study enrolled 185 patients with 

positive serology for Trypanosoma cruzi classified according to the clinical form of the 

disease: cardiac (n = 107) and digestive (n = 78). Subsequently, patients with the cardiac 

form of the disease were sub-classified as with LVSD (n = 52) and without LVSD (n = 55). 

Genotyping was performed by polymerase chain reaction-sequence specific oligonucleotide 

probes (PCR-SSOP). Statistical analyzes were carried out using the Chi-square test and 

odds ratio with 95% confidence interval was also calculated to evaluate the risk association. 

MICA-129 alleles with high affinity for the NKG2D receptor showed a positive association 

with LVSD (OR = 1.90; 95% CI: 1.09-3.33; p-value = 0.03), while MICA-129 alleles with 

low affinity for the NKG2D receptor had a negative association with LVSD (OR = 0.52; 

95% CI: 0.30-0.92; p-value = 0.03). It was also possible to demonstrate that the haplotype 

MICA*008~HLA-C*06 (OR = 13.82; 95% CI: 1.71-111.63; p-value = 0.004; Pc = 0.04) 

and the KIR2DS2-/KIR2DL2-/KIR2DL3+/C1+ combination (OR: 2.40; 95% CI: 1.28-4.51; 

p-value = 0.009; Pc = 0.18) were factors of susceptibility for the digestive form of the 

disease. Our data demonstrate that the MICA and KIR genes influence the development of 

clinical forms of Chagas disease. 

Keywords. MHC class I; KIR receptors; Chagas disease. 
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Introduction 

Chagas disease, resulting from infection by the protozoan Trypanosoma cruzi, is 

a neglected disease that affects about 6 million people worldwide, especially in Latin 

America.1,2 Chronically infected individuals may develop clinical manifestations of this 

disease with irreversible lesions of some organs. After 20 years of infection, about 30% 

develop chronic Chagas heart disease (CCHD), which is clinically manifested by 

malignant ventricular arrhythmia,3 thromboembolism,4 sudden cardiac death,5 and 

chronic heart failure.4 Ten per cent of Chagas patients present the digestive form of the 

disease, characterized mainly by dilatations of the esophagus and/or colon.4,6 

In CCHD, an important feature is the interplay of autonomic dysfunction, 

microvascular abnormalities, and autoimmunity,7 which leads to chronic inflammation 

and reparative fibrosis throughout the myocardium. This can result in the remodeling of 

the left ventricle, which ultimate in left ventricular systolic dysfunction (LVSD). In the 

digestive form of the disease, the main characteristic is denervation.8  

The pathogenic mechanisms involved in the clinical forms of Chagas disease can 

be explained, at least in part, by the persistence of the parasite maintaining the 

inflammation, and by autoimmunity resulting from the immune response against its own 

antigens resulting in tissue damage.8,9 Natural killer (NK) and T cells play a key role in 

responding to T. cruzi infection and the development of clinical forms of Chagas 

disease.10 These cells are present in focal inflammatory infiltrations observed in both the 

heart and the digestive tract.11-14 However, the inappropriate expression of NK cell and 

T cell ligands or receptors induces the autoreactive effector function of these cells, and 

may trigger autoimmune mechanisms.15,16 
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The MICA gene (MHC class I-related chain A), located on chromosome 

6p21.33, is responsible for encoding MICA molecules, which are expressed on the cell 

surface under stress conditions. These molecules are recognized by Tαβ, Tγδ and NK 

cells by the NKG2D receptor.15 The formation of the MICA-NKG2D complex results in 

a cell-signaling cascade that ends with the target cell lysis process.17 In addition, KIR 

(killer cell immunoglobulin-like receptors genes) are responsible for encoding KIR 

receptors, which are involved in the regulation of the effector response of NK cells by 

the recognition of HLA class I molecules of target cells.18 They comprise a family of 15 

genes located on chromosome 19q13.4, classified as activators (KIR2DS and -3DS) and 

inhibitors (KIR2DL and -3DL) of NK cells and two pseudogenes (KIR2DP1 and -

3DP1).19  

Studies have shown that MICA alleles and certain KIR genes and their HLA 

ligands may influence the clinical course of Chagas disease.20-22 The objective of this 

study was to investigate whether MICA and KIR genes are associated with the cardiac 

and digestive clinical forms of chronic Chagas disease. Moreover, the possible influence 

of these genes in the development of LVSD in patients with CCHD was evaluated. 

Materials and Methods 

As far as possible, the STrengthening the REporting Genetic Association Studies 

(STREGA)23 criteria were adopted in the design of this study. 

Ethical considerations and clinical characterization of the patients 

This study was approved by the Research Ethics Committee of the Medicine 

School in São Jose do Rio Preto (FAMERP - # 009/2011) and the experiments were 
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carried out in accordance with the approved regulations. An informed consent form was 

signed by all participants. 

One hundred eighty-five consecutive and unrelated male and female patients 

serologically-diagnosed with chronic Chagas disease, seen in the Cardiomyopathy 

Outpatient and General Surgery Services of Hospital de Base of the Fundação 

Faculdade Regional de Medicina (HB-FUNFARME), São José do Rio Preto, SP, Brazil, 

participated in this study. All patients underwent 12-lead electrocardiogram, 2-

dimensional echocardiogram and chest X-rays. Patients suspected of having the 

digestive form of the disease were submitted to anorectal manometry, X-rays of the 

opaque enema, esophageal manometry and X-rays of the esophagus. After clinical 

evaluation, patients were stratified according to the presence of electrocardiographic or 

echocardiographic abnormalities consistent with CCHD (cardiac form)24 and the 

presence of abnormalities observed in the digestive tract (digestive form).4  Patients 

with a mixed form of the disease (cardiac and digestive) were excluded. 

Moreover, CCHD patients were subdivided into two groups according to their 

left ventricular ejection fraction (LVEF) values measured using the Teichholz method: 

"Patients without LVSD" for those diagnosed with LVEF ≥60% and "patients with 

LVSD" for those with LVEF <60%.25  

Patients were classified as being from a mixed ethnic population due to high 

miscegenation of the Brazilian population,26 although patients self-reported themselves 

as European descent, mixed African together with European descent, and African 

descent. In order to avoid bias in the results, the probability of variations in the allele 

frequencies due to ethnic background was minimized by matching patients from similar 
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ethnic backgrounds. Furthermore, gender, mean age and residence in the same 

geographical areas were matched during group selection. 

The following inclusion and exclusion criteria were adopted: Inclusion - Positive 

laboratory diagnosis of Chagas disease in the chronic phase of the disease at the time of 

the study and resident in a municipality in the northwestern region of the state of Sao 

Paulo. Exclusion - Under 18 years of age, suffering other infectious or parasitic 

diseases, with any concomitant disease that may induce the onset of chronic heart 

disease and patients with any type of mental deficiency. 

Biological samples 

Blood samples were collected into tubes containing EDTA anticoagulant for 

genomic DNA extraction, that it was made using the PureLinkTM Genomic DNA Mini 

Kit (Invitrogen, Carlsbad, California, USA) according to the manufacturer's 

instructions. The evaluation of concentration and purity of DNA samples was made 

using the ratio of the absorbance at optical densities (OD) of 260 and 280 nm with 

Epoch™ equipment (BioTek, Winooski, Vermont, USA). 

Blood samples were also collected into tubes without anticoagulant to obtain 

serum for laboratory diagnosis. The laboratory diagnosis of Chagas disease was made 

by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) using the ELISAcruzi immunoassay 

(bioMerieux SA Brazil) following the manufacturer’s instructions. The microplates 

were read using Epoch™ equipment (BioTek, Winooski, Vermont, USA); test results ≥ 

1.0 were considered reactant and test results <0.8 were considered negative. The 

indeterminate range was defined by values from ≥ 0.8 to < 1.0. Positive and negative 

controls were included in all reactions and the samples were tested in duplicate.  
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MICA, KIR and HLA genotyping 

MICA, KIR and HLA class I (HLA-A, -B and -C) were genotyped by Polymerase 

Chain Reaction-Sequence Specific Oligonucleotide Probes protocols with Luminex 

technology (One Lambda Inc., Canoga Park, CA, USA) according to the manufacturer’s 

instructions. Hybridization was detected by flow cytometry (LABScanTM 100 flow 

analyzer) and the data was interpreted using a computer program (HLA Fusion 2.0 

Research, One Lambda).  

HLA-KIR ligand specificities belonging to the groups C1, C2, Bw4 (Bw4-80Ile 

and Bw4-80Thr) and HLA-A*03/-A*11 were considered according to Carr et al.,27 

Thananchai et al.,28 and Kulkarni et al.29 KIR genotypes AA and BX (BB and AB) were 

defined based on the number of the genes encoding activating receptors (according to 

http://www.allelefrequencies.net). Binding affinities to NKG2D, attributed to the amino 

acid position at 129 in the MICA gene, were determined by Steinle et al.30 and Karacki 

et al.,31 based on amino acid composition (methionine, high; valine, low – in respect to 

the rs1051792 polymorphism).  

Statistical analysis  

KIR and MICA-129 frequencies were obtained by direct counting. The 

ARLEQUIN software version 3.11 (http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin3) was used 

to calculate the allele groups (HLA and MICA) and haplotype frequencies. The Hardy-

Weinberg equilibrium was verified according to the method described by Guo & 

Thompson32 for KIR2DL2/3 and KIR3DL1/S1, and for MICA and HLA alleles. The 

relative linkage disequilibrium (Δ') was calculated according to the Imanishi33 method. 

Comparisons between groups of patients were attained using the chi-square test with 
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Yates’ correction or Fisher’s exact test using the statistics program OpenEpi version 

3.01 (http://www.openepi.com/Menu/OE_Menu.htm). The genetic associations were 

measured by OR (Odds Ratio) and the 95% confidence interval (95% CI). The unpaired 

t-test was used to compare the mean ages. P-values ≤ 0.05, corrected by the Bonferroni 

inequality method for multiple comparisons (Pc), were considered statistically 

significant. 

Results 

Of the 185 patients with positive serology for T. cruzi, 78 (42.2%) (35 men and 

43 women; mean age of 65.6 ± 10.4 years) were considered to have digestive form of 

Chagas disease and 107 (57.8%) (53 men and 54 women; mean age of 64.7 ± 9.8 years) 

were considered to have cardiac form of Chagas disease. Of the 107 patients with 

CCHD (cardiac form), 52 (48.6%) (30 men and 22 women; mean age of 64.7 ± 10.0 

years) had LVSD, and the remaining 55 (51.4%) (23 men and 32 women; mean age of 

64.6 ± 9.7 years) did not have LVSD.  

MICA, KIR (KIR2DL2/3 and KIR3DL1/S1) and HLA class I frequencies of the 

studied populations were in Hardy-Weinberg equilibrium (p-value > 0.05). 

No significant differences were found in the distribution of MICA alleles 

between the groups. Moreover, statistically significant differences were not found for 

both the MICA-129 alleles with high affinity and MICA-129 alleles with low affinity 

for the NKG2D receptor between patients with the cardiac and digestive forms of 

Chagas disease. However, MICA-129 alleles with high affinity showed a positive 

association to LVSD (OR = 1.90; CI = 1.09-3.33; p-value = 0.03), while MICA-129 

alleles with low affinity had a negative association with LVSD (OR = 0.52; CI = 0.30-

0.92; p-value = 0.03) (Table 1). 
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Table 2 shows the frequency of the MICA-HLA-B and MICA-HLA-C 

haplotypes that presented a statistically significant difference between patients with the 

digestive and cardiac forms of the disease. The haplotypes MICA*002~HLA-B*39 

(OR: 3.86; 95% CI: 1.09-8.55; p-value = 0.04; Pc = 0.48), MICA*008~HLA-B*07 

(OR: 3.84; 95% CI: 1.06-5.28; p-value = 0.05; Pc = 0.95), MICA*002~HLA-C*07 

(OR: 4.52; 95% CI: 1.18-17.30; p-value = 0.03; Pc = 0.99) and MICA*008~HLA-C*06 

(OR: 13.82; 95% CI: 1.71-111.63; p-value = 0.004; Pc = 0.04) were associated with an 

increased risk of developing the clinical digestive form of Chagas disease. Moreover, 

the haplotype MICA*008~HLA-B*44 (OR: 4.22; 95% CI: 1.13-14.64; p-value 0.03; Pc 

= 0.48) was associated with an increased risk of developing the cardiac form of the 

disease. However, the significance of these associations was not statistically significant 

after correcting for multiple comparisons, except for the haplotype MICA*008~HLA-

C*06. There was no significant difference on comparing the MICA~HLA-B and 

MICA~HLA-C haplotypes between patients with LVSD and those without LVSD. The 

frequencies of HLA-A, -B and –C alleles also were analyzed and no differences were 

observed between the groups (data not shown). 

Table 3 shows the distribution of KIR gene frequencies. Susceptibility for 

developing CCHD was observed for the KIR2DS2 activating gene (OR = 1.89; CI = 

1.05-3.43; p-value = 0.04; Pc = 0.64), but the significance was lost after applying the 

Bonferroni correction. 

 No significant differences were found in the distribution of KIR genotypes (AA 

and BX) and in the distribution of KIR-HLA receptor ligand pairs between all groups 

investigated in this study (Figure 1 and Table 4 respectively). The frequencies of HLA 

class I ligands of KIR (A3 or A11, Bw4 and Bw4-80Ile, C1 and C2, in homozygosity 



87 
 

and heterozygosity) also were analyzed separately and no differences were observed 

(data not shown). 

The combination between the distribution of activating and inhibitory KIR and 

their respective HLA ligands is shown in Table 5. Both 2DS2-/2DL2-/2DL3+/C1+ and 

2DS2-/2DL3+/C1+ combinations were associated with increased susceptibility for the 

digestive form (OR = 5.83; CI = 1.20-4.25; p-value = 0.01; Pc = 0.04 and OR = 1.95; CI 

= 1.07-3.54; p-value = 0.03; Pc = 0.09 respectively), but after Bonferroni correction the 

significance was lost for the 2DS2-/2DL3+/C1+ combination. The difference between 

patients with the digestive form and patients without LVSD was also observed for the 

2DS2-/2DL2-/2DL3+/C1+ combination, although it was lost after Bonferroni correction 

(OR = 2.70; IC = 0.24-5.90; p-value = 0.02; Pc = 0.08). A significant difference was 

found for 2DS1+/2DL1+/C2+ combination between patients with LVSD and those 

without LVSD, but only before p-value correction (OR = 0.35; IC = 0.14-0.85; p-value 

= 0.03; Pc = 0.09). Furthermore, the 2DS2+/2DL2-/C1+ combination showed a tendency 

of a positive association for the cardiac form (OR = 4.41; CI = 0.94-20.50; p-value = 

0.07). 

Discussion 

The data obtained in this study provide evidence that broadens and reinforces 

our knowledge about the influence of the MICA and KIR genetic variants and their 

interactions with HLA class I molecules in the different clinical evolutions of chronic 

Chagas disease. In particular, MICA-129 alleles with high affinity for the NKG2D 

receptor showed a positive association for LVSD, while there was a negative 

association between MICA-129 alleles with low affinity for the NKG2D receptor and 

LVSD. It was also possible to demonstrate that the haplotype MICA*008~HLA-C*06 
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and the KIR2DS2-/KIR2DL2-/KIR2DL3+/C1+ combination were associated as factors of 

susceptibility to the digestive clinical form of the disease. 

MICA and KIR molecules are directly involved in the activation and regulation 

of NK cell activity. The effector mechanisms of NK cells act on the target cell when 

there is no recognition of HLA class I molecules by KIR receptors and/or when MICA 

molecules are recognized by the NKG2D receptor,16 hypotheses known as "missing 

self" and "induced self" respectively.34 Furthermore, MICA molecules act as co-

stimulators of Tαβ (CD8+ and subsets of CD4+) and Tγδ cells (Lanier, 2015). It is 

known that NK and T cells are part of the inflammatory infiltrate found in the cardiac 

and digestive forms of chronic Chagas disease.8 The interaction of these cells with the 

target cell exerts a significant role in the initiation and regulation of the innate and 

adaptive immune responses and the molecular basis of these cellular interactions seem 

to be crucial for an efficient and modulated response against the parasite to avoid tissue 

damage. 

The met allele (high affinity for the NKG2D receptor) and the homozygous 

met/met genotype of the MICA-129 polymorphism were previously reported by our 

group as risk factors for the development of severe LVSD in patients with CCHD. 

Similarly, the val allele (low affinity for the NKG2D receptor) and the homozygous 

val/val genotype are associated with a lower risk of developing severe LVSD.21 Even 

though the strategies adopted for the composition of the present study were different 

from those adopted previously,21 MICA-129met seems to be a susceptibility factor and 

MICA-129val a protective factor for the development of LVSD in a population of 

patients with CCHD from the northwestern region of the state of São Paulo 

(southeastern Brazil). 
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The amino acid methionine at position 129 of the α2 domain of the MICA 

protein (MICA-129met) has higher affinity for the NKG2D receptor than proteins with 

the amino acid valine (MICA-129val) in the same position due to a conformational 

change of the molecule, which may compromise NK cell activation and the co-

stimulation of CD8+ T lymphocytes.30 The strong affinity formed by the NKG2D-

MICA-129met complex may be related to the tissue damage that causes LVSD in 

patients with CCHD, since the NKG2D-MICA interaction may participate in 

inflammatory processes with increased cytokine production by NK and TCD8+.15 The 

involvement of these cells in the immunopathological mechanisms of the clinical forms 

of Chagas disease can be attributed to their cytotoxic effects, mainly because of the 

production of cytokines with a Th1 response profile such as interferon-gamma (IFN-

γ).12,36  

Furthermore, the interaction between NKG2D and the MICA molecules may 

also favor autoimmune conditions by promoting costimulatory signaling of specific 

CD8+ T cell self-antigens.15 Thus, a milieu of potent immune stimuli may overcome the 

threshold of activation needed to breach self-tolerance. Autoimmunity is accepted as 

one of the pathogenic mechanisms responsible for the different clinical manifestations 

of Chagas disease, as the infectious agent can mimic self-antigens, induce autoreactive 

cell proliferation or increase the expression of major histocompatibility complex (MHC) 

and costimulatory molecules in infected cells.37 Associations of CD8+ T cells with 

degenerated ganglion cells has been reported in patients with megacolon.38 This cells 

were also seen to be related to the destruction of myofibers in heart tissue.9  

This study also demonstrated that the MICA*008~HLA-C*06 haplotype was 

associated with an increased risk of developing the clinical digestive form of Chagas 
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disease. The MICA*008 allele carries the microsatellite A5.1 characterized by the 

insertion of a guanine nucleotide after the second GCT (GGCT) repeat, which generates 

a stop codon in the exon that encodes the transmembrane domain and results in a 

truncated form of the protein.39 Furthermore, the MICA*008 allele has the amino acid 

valine at position 129 of the protein. Thus, susceptibility to the digestive form of the 

disease may be related to the expression of the mutated protein, A5.1, which would 

affect its recognition by NKG2D receptors, leading to lower NK and T cell activity via 

MICA ligands with greater persistence of the parasite and consequently of the immune 

response. On the other hand, the result of a weak MICA-129val interaction could lead to 

an increased expression of NKG2D as in autoimmune diseases,40,41 and favor 

interactions with other ligand binding proteins such as UL16-binding proteins 

(ULBPs).42 This creates an environment rich in cytokines that enhances the cytotoxic 

activity of CD8+ T cells and NK cells and therefore the production of IFN-γ, again 

favoring the autoimmunity condition.40,41 It is also known that MICA stimulates Tγδ 

cells in the intestinal mucosa, a phenomenon that could be related to the digestive form 

of the disease.43  

Class I HLA molecules play a crucial role in determining the individual immune 

response through the peptide presentation of pathogens endogenous to CD8+ T cells. 

Thus, peptide affinity for MHC class I appears to be determinant for an effective 

antigen-directed response, as this interaction may result in distinct patterns of CD8+ T 

cell responses.44 As the linkage disequilibrium between the MICA*008 and HLA-C*06 

was strong (Δ' = 1.0; p-value = 0.03) and associations involving MICA and HLA alleles 

were not separately observed, it is difficult to determine the primary associated locus 

within the haplotype. It is know that some MICA alleles may be intimately linked to 



91 
 

other alleles also responsible for the association, such as HLA, due to the relatively 

close physical proximity between these loci and thus, when combined they exert a 

synergistic effect.45 Thus, both alleles may be exerting an influence on the development 

of chagasic megacolon and/or magaesophagus. 

To the best of our knowledge, this appears to be the first study to evaluate the 

influence of KIR on the clinical digestive form of chronic Chagas disease and on the 

development of LVSD in patients with CCHD. The data from this study indicate 

possible susceptibility related to the inhibitory KIR2DL3 and its C1 ligand in the 

absence of both KIR2DL2 and KIR2DS2 (2DS2-/2DL2-/2DL3+/C1+) in the 

development of the digestive form of chronic Chagas disease. 

The interaction between KIR and HLA class I molecules, KIR ligands, is 

required for the functional activity of NK cells, so that the presence of one, but not the 

other, is not sufficient to influence their function.29 It is known that different KIR 

receptors (inhibitors and activators) have affinity for the same ligand, however the 

affinity for the inhibitory receptor seems to be stronger than for its homolog activator.46 

There is also a well-established inhibition affinity scale for the KIR2DL-HLA-C pairs: 

KIR2DL1-C2 has the greatest inhibitory potential, followed by KIR2DL2-C1 and 

KIR2DL3-C1.47  

KIR2DL2 and KIR2DL3 secrete as alleles of the same locus and both recognize 

C1 group ligands. However, these receptors present qualitative differences in their 

functional effect and clinical influence.48 Thus, the weak inhibitory signal generated by 

the absence of KIR2DL2, that is, the homozygosity of KIR2DL3 in the presence of the 

C1 ligand found in the 2DS2-/2DL2-/2DL3+/C1+ combination, appears not to be 

sufficient to inhibit the effector function of NK cells and protect against the exacerbated 
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inflammation that results in tissue lesions of the gastrointestinal tract. KIR2DL-HLA-C 

inhibitor pairs have been shown to exert influence on inflammatory bowel diseases.49-51 

In addition to the results of this study, the KIR2DS2-C1 activating pair, in the 

absence of its inhibitory homolog, KIR2DL2, independently of the presence or absence 

of KIR2DL3, has been shown to constitute a possible risk factor for the development of 

Chagas disease and CCHD in patients from a population in southern Brazil.22 In this 

study, the 2DS2+/2DL2-/C1+ combination showed only a tendency of a positive 

association with the cardiac form. However, the possible distinction of results can be 

explained by the influence of ethnicity on the distribution of KIR genes and HLA alleles 

in patients chronically infected by T. cruzi from different Brazilian regions. Other 

methodological variables may have contributed to the observed differences. 

NK cells can increase T cell response activity through the production of IFN-γ 

and both can migrate to the region of inflamed tissues. In addition, NK cell-mediated 

target cell death also affects T cell responses, possibly by decreasing parasite burden 

and/or because target cell debris can promote the cross-presentation of antigens to CD8+ 

T cells.52 According to Sathler-Avelar et al.10 strong and uncontrolled activation of NK 

cells as well as proinflammatory monocytes may result in the tissue damage observed in 

the clinical manifestations of chronic Chagas disease. Baseline levels of NK, NKT, and 

CD4+ CD25high cells, increased expression of activated CD8+ T cells associated with 

failed immunoregulation mechanisms were associated with cardiac symptoms of 

chronic Chagas disease.53 Thus, NK and T cells need to be properly activated to become 

competent in performing their functional activities without causing tissue damage, and 

the molecular interactions between receptors and stimulatory and costimulatory 

molecules and the production of cytokines in the activation process of these cells may 
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be closely related in the immunophysiological processes of CCHD and chagasic 

megacolon and magaesophagus. Of course, there are other cells and other 

immunophysiological mechanisms involved in the pathogenesis of both cardiac and 

digestive Chagas disease. 

The results of this study show that MICA and KIR may exert an influence on the 

inflammatory activity carried out by NK and T cells in the clinical manifestations of 

chronic Chagas disease. In the cardiac form of the disease, a higher activation threshold 

generated by the MICA-129met allele seems to result in more pronounced inflammatory 

activity that would lead to the development of LVSD; while in the digestive form of the 

disease a less marked activation threshold of the T and NK cells generated by the 

MICA*008~HLA-C*06 haplotype appears to be sufficient to induce their cytotoxic 

activity. Furthermore, the weak inhibitory signal generated by the 2DS2-/2DL2-

/2DL3+/C1+ combination may not be sufficient to inhibit the effector function of the NK 

cells present in the gastrointestinal tract. However, to better understand the role of NK 

and T cells, as well as to clarify the expression of KIR and MICA molecules in the 

immunopathogenesis of CCHD and chagasic megacolon/megaesophagus, others studies 

such as histopathological analysis and cytotoxicity assays should be performed. 

Acknowledgements 

The authors are grateful to all of the volunteers who participated in this study, to 

Laboratory of Immunogenetics at FAMERP and to David Hewitt for his help with the 

English version. Thanks to Professor Stephen Henry from Auckland University of the 

Technology for providing library access. This study was supported by Fundação de 

Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo (FAPESP) [grant numbers: 2013/06580-9 

and 2011/08075-4]. The opinions, assumptions, and conclusions or recommendations 



94 
 

expressed in this material are the responsibility of the authors and do not necessarily 

reflect the views of FAPESP. 

References 

1. Pinazo M-J, Gascon J. The importance of the multidisciplinary approach to deal 

with the new epidemiological scenario of Chagas disease (global health). Acta 

Trop 2015; 151: 16-20. 

2. WHO | Chagas disease (American trypanosomiasis). World Health 

Organization: Fact sheet [Updated March 2017]. Available 

from: http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs340/en/. 

3. Bestetti RB, Santos CR, Machado-Júnior OB, Ariolli MT, Carmo JL, Costa NK, 

et al. Clinical profile of patients with Chagas' disease before and during 

sustained ventricular tachycardia. Int J Cardiol 1990; 29: 39-46. 

4. Benziger CP, Carmo GAL, Ribeiro ALP. Chagas cardiomyopathy. Clinical 

presentation and management in the Americas. Cardiol Clin 2017; 35: 31-47.  

5. Bestetti RB, Cardinalli-Neto A. Sudden cardiac death in Chagas’ heart disease in 

the contemporary era. Int J Cardiol 2008; 131: 9–17. 

6. Teixeira ARL, Nascimento RJ, Sturm NR. Evolution and pathology in Chagas 

disease - a review. Mem Inst Oswaldo Cruz 2006; 101: 463-491. 

7. Bestetti RB. Role of parasites in the pathogenesis of Chagas' cardiomyopathy. 

Lancet 1996; 347: 913-914.  



95 
 

8. Dutra WO, Menezes CA, Villani FN, da Costa GC, da Silveira AB, Reis Dd et 

al. Cellular and genetic mechanisms involved in the generation of protective and 

pathogenic immune responses inhuman Chagas disease. Mem Inst Oswaldo Cruz 

2009; 104: 208-18.  

9. Bonney KM, Engman DM. Autoimmune Pathogenesis of Chagas Heart Disease: 

Looking Back, Looking Ahead. Am J Pathol 2015; 185: 1537-1547. 

10.  Sathler-Avelar R, Vitelli-Avelar DM, Teixeira-Carvalho A, Martins-Filho OA. 

Innate immunity and regulatory T-cells in human Chagas disease: what must be 

understood? Mem Inst Oswaldo Cruz 2009; 104: 246-251. 

11.  Higuchi MD, Ries MM, Aiello VD, Benvenuti LA, Gutierrez PS, Bellotti G, et 

al. Association of an increase in CD8+ T cells with the presence of 

Trypanosoma cruzi antigens in chronic, human, chagasic myocarditis. Am J 

Trop Med Hyg 1997; 5: 485–489. 

12.  Brener Z, Gazzinelli RT. Immunological control of Trypanosoma cruzi infection 

and pathogenesis of Chagas’ disease. Int Arch Allergy Immunol 1997; 114: 103–

110.  

13.  d’Avila Reis D, Lemos EM, Silva GC, Adad SJ, McCurley T, Correa-Oliveira 

R, et al. Phenotypic characterization of the inflammatory cells in chagasic 

megaoesophagus. Trans R Soc Trop Med Hyg 2001; 95: 177-78. 

14.  da Silveira ABM, Lemos EM, Adad SJ, Correa-Oliveira R, Furness JB, Reis 

DA. Megacolon in Chagas disease: a study of inflammatory cells, enteric nerves, 

and glial cells. Hum Pathol 2007; 38: 1256-1264. 



96 
 

15.  Bauer S, Groh V, Wu J, Steinle A, Phillips JH, Lanier LL, et al. Activation of 

NK cells and T cells by NKG2D, a receptor for stress-inducible MICA. Science 

1999; 285: 727-729. 

16.  Lanier LL. NK cell recognition. Annu Rev Immunol 2005; 23: 225-274. 

17.  Pardoll DM. Stress, NK receptors, and immune surveillance. Science 2001; 294: 

534–536. 

18.  Ljunggren HG, Kärre K. In search of the “missing self”: MHC molecules and 

NK cell recognition. Immunol Today 1990; 11: 237–244. 

19.  Middleton D, Gonzelez F. The extensive polymorphism of KIR genes. 

Immunology 2010; 129: 8-19. 

20.  del Puerto F, Nishizawa JE, Kikuchi M, Roca Y, Avilas C, Gianella A, Lora J, et 

al. Protective human leucocyte antigen haplotype, HLA-DRB1*01-B*14, 

against chronic Chagas disease in Bolivia. PLoS Negl Trop Dis 2012; 6: e1587.  

21.  Ayo CM, de Oliveira AP, Camargo AV, Brandão de Mattos CC, Bestetti RB, de 

Mattos LC. Association of the Functional MICA-129 Polymorphism With the 

Severity of Chronic Chagas Heart Disease. Clin Infect Dis 2015; 61: 1310-1313.  

22.  Ayo CM, Reis PG, Dalalio MM, Visentainer JE, Oliveira C de F, de Araújo SM, 

et al. Killer Cell Immunoglobulin-like Receptors and Their HLA Ligands are 

Related with the Immunopathology of Chagas Disease. PLoS Negl Trop Dis 

2015; 9: e0003753. 



97 
 

23.  Little J, Higgins JP, Ioannidis JP, Moher D, Gagnon F, von Elm E, et al. 

Strengthening the reporting of genetic association studies (STREGA): na 

extension of the STROBE statement. PLoS Med 2009; 6: e1000022. 

24.  Bestetti RB, Otaviano AP, Cardinalli-Neto A, da Rocha BF, Theodoropoulos 

TA, Cordeiro JA. Effects of B-Blockers on outcome of patients with Chagas' 

cardiomyopathy with chronic heart failure. Int J Cardiol 2011; 151: 205-208. 

25.  Dutra OP, Besser HW, Tridapalli H, Leiria TL, Afiune Neto A, Simão AF, et al. 

Sociedade Brasileira de Cardiologia, II Brazilian guideline for severe heart 

disease. Arq Bras Cardiol 2006; 87: 223–232. 

26.  Parra FC, Amado RC, Lambertucci JR, Rocha J, Antunes CM, Pena SDJ. Color 

and genomic ancestry in Brazilians. Proc Nat Aca Sci 2003; 100:177–182. 

27.  Carr WH, Pando MJ, Parham P. KIR3DL1 polymorphisms that affect NK cell 

inhibition by HLA-Bw4 ligand. J Immunol 2005; 175: 5222–5229. 

28.  Thananchai H, Gillespie G, Martin MP, Bashirova A, Yawata N, Yawata M, et 

al. Allele-specific and peptide-dependent interactions between KIR3DL1 and 

HLA-A and HLA-B. J Immunol 2007; 178: 33–37. 

29.  Kulkarni S, Martin MP, Carrington M. The Yin and Yang of HLA and KIR in 

human disease. Semin Immunol 2008; 20: 343–352. 

30.  Steinle A, LI P, Morris DL, Groh V, Lanier LL, Strong RK, et al. Interactions of 

human NKG2D with its ligands MICA, MICB, and homologs of the mouse 

RAE-1 protein family. Immunogenetics 2001; 53: 279–287. 



98 
 

31.  Karacki PS, Gao X, Thio CL, Thomas DL, Goedert JJ, Vlahov D, et al. MICA 

and recovery from hepatitis C virus and hepatitis B virus infections. Genes 

Immun 2004; 5: 261-266. 

32.  Guo SW, Thompson EA. Performing the exact test of Hardy Weinberg 

proportion for multiple alleles. Biometrics 1992; 48: 361-372. 

33.  Imanishi T, Akaza T, Kimura A, Tokunaga K, Gojobori T. Allele and haplotype 

frequencies for HLA and complement loci in various ethnic groups. In: Tsuji K, 

Aizawa M, Sasazuki T (ed.) HLA 1991: Proceedings of the Eleventh 

International Histocompatibility Workshop and Conference. Oxford: Oxford 

University Press, 1992: 1065–1220. 

34.  Shifrin N, Raulet DH, Ardolino M. NK cell self tolerance, responsiveness and 

missing self recognition. Semin Immunol 2014; 26: 138-144. 

35.  Lanier LL. NKG2D Receptor and Its Ligands in Host Defense. Cancer Immunol 

Res 2015; 3: 575-582. 

36.  Gazzinelli RT, Oswald IP, Hieny S, James SL, Sher A. The microbicidal activity 

of intreferon-g treated macrophages against Tripanosoma cruzi involves an 

larginine-dependent, nitrogen oxide-mediared mechanism inhibitable by 

interleukin-10 and transforming growth factor-b. Euro J Immunol 1992; 22: 

2501-2506. 

37.  Teixeira ARL, Hecht MM, Guimaro MC, Sousa AO, Nitz N. Pathogenesis of 

Chagas' disease: parasite persistence and autoimmunity. Clin Microbiol 

Rev 2011; 24: 592–630. 



99 
 

38.  Corbett CE, Ribeiro U, Prianti MG, Habr-Gama A, Okumura M, Gama-

Rodrigues J. Cell-mediated immune response in megacolon from patients with 

chronic Chagas’ disease. Dis Colon Rectum 2001; 44: 993–998. 

39.  Suemizu H, Radosavljevic M, Kimura M, Sadahiro S, Yoshimura S, Bahram S, 

et al. A basolateral sorting motif in the MICA cytoplasmic tail. Proc Natl Acad 

Sci USA 2002; 99: 2971–2976. 

40.  Groh V, Bruhl A, El-Gabalawy H, Nelson JL, Spies T. Stimulation of T cell 

autoreactivity by anomalous expression of NKG2D and its MIC ligands in 

rheumatoid arthritis. Proc Natl Acad Sci USA 2003; 100: 9452–9457. 

41.  Hüe S, Mention JJ, Monteiro RC, Zhang S, Cellier C, Schmitz J, et al. Direct 

role for NKG2D/MICA interaction in villous atrophy during celiac disease. 

Immunity 2004; 21: 367–277. 

42.  Bahram S, Inoko H, Shiina T, Radosavljevic M. MIC and other NKG2D ligands: 

from none to too many. Curr Opin Immunol 2005; 17: 505–509. 

43.  Groh V, Steinle A, Bauer S, Spies T Recognition of stress-induced MHC 

molecules by intestinal epithelial gammadelta T cells. Science 1998; 279: 1737–

1740. 

44.  Wong P, Pamer EG. CD8 T-cell responses to infectious pathogens. Annu Rev 

Immunol 2003; 21: 29–70. 

45.  Stephens HAF. MICA and MICB genes: can the enigma of their polymorphism 

be resolved? Trends Immunol 2001; 22: 378–385. 



100 
 

46.  Williams AP, Bateman AR, Khakoo SI. Hanging in balance. KIR and their role 

in disease. Mol Interv 2005; 5: 226–240. 

47.  Khakoo SI, Carrington M: KIR and disease: a model system or system of 

models? Immunol Rev 2006; 214: 186–201. 

48.  Moesta AK, Parham P. Diverse functionality among human NK cell receptors 

for the C1 epitope of HLA-C: KIR2DS2, KIR2DL2, and KIR2DL3. Front 

Immunol 2012; 22: 336. 

49.  Hollenbach JA, Ladner MB, Saeteurn K, Taylor KD, Mei L, Haritunians T, et al. 

Susceptibility to Crohn’s Disease is Mediated by KIR2DL2/KIR2DL3 

Heterozygosity and the HLA-C Ligand. Immunogenetics 2009; 61: 663-671.  

50.  Jones DC, Edgar RS, Ahmad T, Cummings JR, Jewell DP, Trowsdale J, et al. 

Killer Ig-like receptor (KIR) genotype and HLA ligand combinations in 

ulcerative colitis susceptibility. Genes Immun 2006; 7: 576-582.  

51.  Trachtenberg E, Udell J, Osoegawa K, Ladner M, Noonan D, McGovern D, et 

al. Susceptibility to IBD is associated with with specific KIR and HLA ligand 

genotypes (BA4P.142). J Immunol 2015; 194: (1 Supplement) 47.22. 

52.  Vivier E, Raulet DH, Moretta A, Caligiuri MA, Zitvogel L, Lanier LL, et al. 

Innate or adaptive immunity? The example of natural killer cells. Science 2011; 

331: 44-49.  

53.  Vitelli-Avelar DM, Sathler-Avelar R, Massara RL, Borges JD, Lage PS, Lana 

M, et al. Are increasedfrequency of macrophage-like and natural killer (NK) 



101 
 

cells, together with high levels of NKT and CD4+CD25high T cells balancing 

activated CD8+ T cells, the key to control Chagas’ disease morbidity?  Clin Exp 

Immunol 2006; 145:81–92. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



102 
 

 

Figure 1 - Distribution of KIR genotypes in patients with the digestive or cardiac forms 

of chronic Chagas disease and in patients with LVSD and without LVSD.  

ID: Genotype identification (according to http://www.allelefrequencies.net). Shaded 

rectangles represent the presence of the gene. LVSD: left ventricular systolic 

dysfunction  
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Table 1 - Distribution of MICA alleles in patients with the digestive or cardiac forms of 

chronic Chagas disease and in patients with LVSD and without LVSD.  

MICA  

Digestive  

(n = 78) 

Cardiac  

(n = 107) 

With LVSD 

(n = 52) 

Without LVSD  

(n = 55) 

n (%) n (%) n (%) n (%) 

Alleles Position 129         

*001 met 2 (1.3) 6 (2.8) 2 (1.9) 4 (3.6) 

*002 met 33 (21.2) 40 (18.7) 23 (22.1) 17 (15.5) 

*004 val 26 (16.7) 25 (11.7) 11 (10.5) 14 (12.7) 

*006 val 2 (1.3) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 

*007 met 4 (2.6) 9 (4.2) 6 (5.8) 3 (2.7) 

*008 val 41 (26.3) 51 (23.8) 22 (21.2) 29 (26.4) 

*009 val 15 (9.6) 27 (12.6) 13 (12.5) 14 (12.7) 

*010 val 8 (5.1) 8 (3.7) 3 (2.9) 5 (4.5) 

*011 met 4 (2.6) 6 (2.8) 5 (4.8) 1 (0.9) 

*012 met 1 (0.6) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 

*015 met 1 (0.6) 3 (1.4) 2 (1.9) 1 (0.9) 

*016 val 3 (1.9) 3 (1.4) 0 (0.0) 3 (2.7) 

*017 met 5 (3.2) 5 (2.3) 1 (1.0) 4 (3.6) 

*018 met 6 (3.8) 12 (5.6) 7 (6.7) 5 (4.5) 

*019 val 1 (0.6) 7 (3.3) 4 (3.8) 3 (2.7) 

*024 val 0 (0.0) 1 (0.5) (0.0) 1 (0.9) 

*027 val 3 (1,9) 8 (3.7) 2 (1.9) 6 (5.4) 

*029 met 0 (0.0) 2 (0.9) 2 (1.9) 0 (0.0) 

*030 met 0 (0.0) 1 (0.5) 1 (1.0) 0 (0.0) 

*045 val 1 (0.6) 0 (0.0) (0.0) 0 (0.0) 

MICA-129         

High affinity§ 56 (35.9) 84 (39.3) 49 (47.1)a 35 (31.8)a 

Low affinity§ 100 (64.1) 130 (60.7) 55 (52.9)b 75 (68.2)b 

aOR = 1.90; CI = 1.09-3.33; p-value = 0.03 (With LVSD vs. Without LVSD) 
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bOR = 0.52; CI = 0.30-0.92; p-value = 0.03 (Without LVSD vs. With LVSD) 

LVSD: left ventricular systolic dysfunction; Met: methionine; Val: valine. §Based on 

amino-acid composition (methionine, high; valine, low - related to the rs1051792) in 

position 129 of the MICA gene (Steinle et al., 2001; Karacki et al., 2004).  
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Table 2 - Haplotype frequencies of MICA, HLA-B and HLA-C in patients with the 

digestive or cardiac forms of chronic Chagas disease and in patients with LVSD and 

without LVSD. 

Haplotypes 

Digestive  

(n = 78) 

Cardiac  

(n = 107) 

With LVSD  

(n = 52) 

Without LVSD  

(n = 55) 

n (%) n (%) n (%) n (%) 

MICA~HLA-B         

*002~*39 12 (15.3)a 6 (5.6)a 2 (3.8) 4 (7.2) 

*008~*07 18 (23.0)b 12 (11.2)b 7 (13.5) 5 (9.1) 

*008~*44 3 (3.8)c 15 (14.0)c 7 (13.5) 8 (14.5) 

MICA~HLA-C         

*002~*07 9 (11.5)d 3 (2.8)d 1 (1.9) 2 (3.6) 

*008~*06 9 (11.5)e 1 (0.9)e 0 (0.0) 1 (1.8) 

aOR = 3.86; CI = 1.09-8.55; p-value = 0.04; Pc = 0.48 (Digestive form vs. Cardiac 

form). 

bOR = 3.84; CI = 1.06-5.28; p-value = 0.05; Pc = 0.95 (Digestive form vs. Cardiac 

form). 

cOR = 4.22; CI = 1.13-14.64; p-value = 0.03; Pc = 0.48 (Digestive form vs. Cardiac 

form). 

dOR = 4.52; CI = 1.18-17.30; p-value = 0.03; Pc = 0.99 (Digestive form vs. Cardiac 

form). 

eOR = 13.82; CI = 1.71-111.63; p-value = 0.004; Pc = 0.04 (Digestive form vs. Cardiac 

form). 

LVSD: left ventricular systolic dysfunction 
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Table 3 – Distribution of KIR genes in patients with the digestive or cardiac forms of 

chronic Chagas disease and in patients with LVSD and without LVSD. 

KIR Genes 
Digestive  

(n = 78) 

Cardiac  

(n = 107) 

With LVSD  

(n = 52) 

Without 

LVSD  

(n = 55) 

n (%) n (%) n (%) n (%) 

Inhibitory 

KIR2DL1 74 (94.9) 103 (96.3) 51 (98.0) 52 (94.5) 

KIR2DL2 36 (46.2) 64 (59.8) 31 (59.6) 33 (60.0) 

KIR2DL3 62 (79.5) 96 (89.7) 46 (88.5) 50 (90.9) 

KIR2DL5 43 (55.1) 64 (59.8) 31 (59.6) 33 (60.0) 

KIR3DL1 75 (96.2) 103 (96.3) 49 (94.2) 54 (98.2) 

Activating   

KIR2DS1 33 (42.3) 42 (39.3) 18 (34.6) 24 (43.6) 

KIR2DS2 30 (38.5)a 58 (54.2)a 26 (50.0) 32 (58.2) 

KIR2DS3 17 (21.8) 33 (30.8) 17 (32.7) 16 (29.1) 

KIR2DS4 75 (96.2) 101 (94.4) 48 (92.3) 53 (96.4) 

KIR2DS5 26 (33.3) 50 (46.7) 23 (44.2) 27 (49.1) 

KIR3DS1 33 (42.3) 40 (37.4) 18 (34.6) 20 (36.7) 

Framework and Pseudogenes 

KIR2DL4 78 (100.0) 107 (100.0) 52 (100.00) 55 (100.0) 

KIR3DL2 78 (100.0) 107 (100.0) 52 (100.00) 55 (100.0) 

KIR3DL3 78 (100.0) 107 (100.0) 52 (100.00) 55 (100.0) 

KIR3DP1 78 (100.0) 107 (100.0) 52 (100.00) 55 (100.0) 

KIR2DP1 74 (94.9) 104 (97.2) 51 (98.1) 53 (96.4) 

 

OR = 1.89; CI = 1.05-3.43; p-value = 0.04; Pc = 0.64 (Cardiac form vs. Digestive 

form). 
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Table 4 - Distribution of KIR and their respective HLA ligands in patients with the 

digestive or cardiac forms of chronic Chagas disease and in patients with LVSD and 

without LVSD. 

KIR - HLA ligands 

Digestive  

(n = 78) 

Cardiac  

(n = 107) 

With LVSD  

(n = 52) 

Without LVSD  

(n = 55) 

n (%) n (%) n (%) n (%) 

Inhibitory 

2DL1-C2 63 (80.8) 90 (84.1) 44 (84.6) 46 (83.6) 

2DL2-C1 33 (42.3) 50 (46.7) 25 (48.1) 25 (45.5) 

2DL3-C1 53 (67.9) 68 (63.6) 34 (65.4) 34 (61.8) 

3DL2-A3/A11 19 (24.4) 26 (24.3) 13 (25.0) 13 (23.6) 

3DL1-Bw4 41 (52.6) 78 (72.9) 36 (69.2) 42 (76.4) 

2DL1-C2C2 10 (12.8) 25 (23.4) 10 (19.2) 15 (27.3) 

2DL2-C1C1 3 (3.8) 12 (11.2) 6 (11.5) 6 (10.9) 

2DL3-C1C1 10 (12.8) 13 (12.1) 6 (11.5) 7 (12.7) 

2DL2/2DL2-C1C2 14 (17.7) 10 (9.3) 5 (9.6) 5 (9.1) 

2DL2/2DL3-C1C2 16 (20.5) 28 (26.2) 14 (26.9) 14 (25.5) 

2DL3/2DL3-C1C2 27 (34.6) 27 (25.2) 14 (26.9) 13 (23.6) 

2DL2/2DL2-C1C1 1 (1.3) 1 (0.9) 1 (1.9) 0 (0.0) 

2DL2/2DL3-C1C1 2 (2.6) 11 (10.3) 5 (9.6) 6 (10.9) 

2DL3/2DL3-C1C1 8 (10.3) 4 (3.7) 3 (5.8) 1 (1.8) 

Activating 

2DS1-C2 27 (34.6) 34 (31.8) 13 (25.0) 21 (38.2) 

2DS2-C1 26 (33.3) 45 (42.1) 22 (42.3) 23 (41.8) 

2DS1-C2C2 5 (6.4) 10 (9.3) 4 (7.7) 6 (10.9) 

2DS2-C1C1 3 (3.8) 8 (7.5) 4 (7.7) 4 (7.3) 

3DS1-Bw4-80Ile 16 (20.5) 19 (17.8) 9 (17.3) 10 (18.2) 

Bw4 = HLA-A*23, *24, *32; HLA-B *13, *27, *44, *51, *52, *53, *57, *58. Bw4-

80Ile = HLA-A*23, *24, *32; HLA-B*51, *52, *53, *57, *58. Group C1 = HLA-C*01, 

*03, *07, *08, *12, *14, *16. Group C2 = HLA-C*02, *04, *05, *06, *07, *15, *17, 

*18. HLA-KIR ligands specificities were considered according to Carr et al. (2005), 
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Thananchai et al. (2007) and Kulkarni et al. (2008). LVSD: left ventricular systolic 

dysfunction 
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Table 5 - Distribution of activating KIR plus inhibitory KIR and their respective ligands 

in patients with the digestive or cardiac forms of chronic Chagas disease and in patients 

with LVSD and without LVSD. 

Activating and/or inhibitory 

KIR and HLA ligands 

combinations 

Digestive 

 (n = 78) 

Cardiac  

(n = 107) 

With LVSD  

(n = 52) 

Without LVSD  

(n = 55) 

n (%) n (%) n (%) n (%) 

KIR-C1         

2DS2+/2DL2-/C1+ 2 (2.5)a 11 (10.3)a 4 (7.7) 7 (12.7) 

2DS2-/2DL2+/C1+ 7 (9.0) 14 (13.1) 7 (13.5) 7 (12.7) 

2DS2+/2DL3-/C1+ 15 (19.2) 10 (9.3) 6 (11.5) 4 (7.3) 

2DS2-/2DL3+/C1+ 41 (52.6)b 37 (34.6)b 18 (34.6) 19 (34.5) 

2DS2+/2DL2-/2DL3-/C1+ 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 

2DS2-/2DL2-/2DL3+/C1+ 34 (43.6)c,d 26 (24.3)c 14 (26.9) 12 (21.8)d 

2DS2+/2DL2-/2DL3+/C1+ 1 (1.3) 9 (8.4) 4 (7.7) 5 (9.1) 

2DS2-/2DL2+/2DL3+/C1+ 7 (9.0) 13 (12.1) 7 (13.5) 6 (10.9) 

2DS2+/2DL2+/2DL3-/C1+ 14 (17.9) 10 (9.3) 6 (11.5) 4 (7.3) 

2DS2+/2DL2+/2DL3+/C1+ 11 (14.1) 27 (25.2) 13 (25.0) 14 (25.5) 

KIR-C2         

2DS1+/2DL1-/C2+ 0 (0.0) 1 (0.9) 0 (0.0) 1 (1.8) 

2DS1-/2DL1+/C2+ 36 (46.2) 55 (51.4) 30 (57.7) 25 (45.5) 

2DS1+/2DL1+/C2+ 26 (33.3) 32 (29.9) 10 (19.2)e 22 (40.0)e 

KIR-BW4-80Ile         

3DS1+/3DL1+/BW4-80Ile+ 15 (19.2) 18 (16.8) 8 (15.4) 10 (18.2) 

3DS1+/3DL1-/BW4-80Ile+ 1 (1.3) 1 (0.9) 1 (1.9) 0 (0.0) 

3DS1-/3DL1+/BW4-80Ile+ 28 (35.9) 38 (35.5) 17 (32.7) 21 (38.2) 

aOR = 4.41; IC = 0.94-20.50; p-value = 0.07 (Cardiac form vs. Digestive form). 

bOR = 1.95; IC = 1.07-3.54; p-value = 0.03; Pc = 0.09 (Digestive form vs. Cardiac 

form). 
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cOR = 5.83; IC = 1.20-4.25; p-value = 0.01; Pc = 0.04 (Digestive form vs. Cardiac 

form). 

dOR = 2.70; IC = 1.24-5.90; p-value = 0.02; Pc = 0.08 (Digestive form vs. Without 

LVSD). 

eOR = 0.35; IC = 0.14-0.85; p-value = 0.03; Pc = 0.09 (With LVSD vs. Without LVSD) 

Bw4 = HLA-A*23, *24, *32; HLA-B *13, *27, *44, *51, *52, *53, *57, *58. Bw4-

80Ile = HLA-A*23, *24, *32; HLA-B*51, *52, *53, *57, *58. Group C1 = HLA-C*01, 

*03, *07, *08, *12, *14, *16. Group C2 = HLA-C*02, *04, *05, *06, *07, *15, *17, 

*18. HLA-KIR ligands specificities were considered according to Carr et al. (2005), 

Thananchai et al. (2007) and Kulkarni et al. (2008). LVSD: left ventricular systolic 

dysfunction 
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3. CONCLUSÕES 
 
Toxoplasmose ocular: 

 

· O polimorfismo do gene MICA parece não influenciar o desenvolvimento de 

lesões oculares em pacientes diagnosticados com toxoplasmose. 

· Genes KIR na presença de seus respectivos ligantes HLA exercem influência no 

desenvolvimento da TO e suas manifestações clínicas primária e recorrente: 

KIR3DS1+/Bw4-80Ile+ e KIR2DS1+/C2+ + KIR3DS1+/Bw4-80Ile+ foram 

associados como fatores de risco e, KIR2DL3/2DL3-C1/C1 e 

KIR2DL3/2DL3-C1 como fatores de proteção. 

 

 

Formas clínicas cardíaca e digestiva da doença de Chagas  crônica:  
 

 

· O alelo MICA-129 met foi associado com o desenvolvimento da DSVE, e o 

alelo MICA-129 val foi associado a um menor risco de desenvolvimento da 

DSVE. O genótipo homizigoto MICA-129 met/met foi associado com o 

aumento do risco de pacientes com CCC desenvolverem a forma grave da 

DSVE, enquanto que o genótipo homozigoto MICA-129 val/val foi associado 

com a proteção desta condição.  

· O haplótipo MICA*008~HLA-C*06 foi associado como fator de risco à forma 

clínica digestiva da doença de Chagas. 

· A combinação KIR2DS2-/KIR2DL2-/KIR2DL3+/C1+ foi associada como fator 

de suscetibilidade à forma clínica digestiva da doença de Chagas. 
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